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Abstrakt 
DNA podléhá denn& a% 70 000 r"zn!m po$kozením, tudí% existence opravn!ch 
mechanism" a enzym" je více ne% nezbytná. Ji% známe základní mechanismy n&kolika 
specifick!ch opravn!ch drah, z nich% opravná dráha Fanconiho anémie (FA) je jedna  
z nejmén& prozkouman!ch. FA je vzácná autosomáln& recesivní porucha charakterizovaná 
selháním kostní d'en&, v!vojov!mi defekty, genomickou nestabilitou a predispozicí k akutní 
myeloidní leukémii a vzniku nádor". Primární diagnóza FA je p'ecitliv&lost na (inidla 
zp"sobující mezi'et&zcové kovalentní spojení DNA v d"sledku deaktivace jednoho  
z 21 gen", tzv. gen" FANC (z angl. FA complementation group), z opravné dráhy FA. 
Molekulárním defektem ve FA je naru$ená oprava mezi'et&zcov!ch kovalentních spojení 
DNA. Tato spojení jsou vysoce cytotoxická a inhibují proces replikace a transkripce DNA. 
Rozhodujícím krokem v opravné dráze FA, kter! iniciuje opravu mezi'et&zcov!ch spojení 
DNA, je monoubiquitinylace FANCD2. Ubiquitinylovan! FANCD2 je základem pro 
svolání dal$ích protein" participujících v opravné dráze FA. Ubiquitin je aktivován pomocí 
ubiquitin-aktivujícího enzymu UBA1 a p'enesen prost'ednictvím ubiquitin-konjugujícího 
enzymu UBE2T na FANCD2 multipodjednotkovou E3-ligasou (nukleární komplex FA). 
Existuje a% 11 r"zn!ch protein", které tvo'í nukleární komplex FA, z nich% nejd"le%it&j$í 
jsou FANCB, FAAP100 a FANCL. Nicmén& minimálním systémem pro správnou 
monoubiquitinylaci FANCD2 in vitro je ubiquitin, UBA1, UBE2T, FANCL a DNA.  
Tato práce se zab!vá molekulární architekturou a faktory regulující ubiquitinylaci  
a tím celou opravnou dráhu FA. Hlavním úkolem byla p'íprava a charakterizace konstruktu 
a mutantních variant UBE2T a FANCL a vlastní studium mechanismu p'enosu ubiquitinu 
p'es E3-ligasu na substrát, FANCD2. Byl vyroben kovalentní komplex UBE2T 
s ubiquitinem. Pro zkoumání molekulárních mechanism" monoubiquitinylace FANCD2 
byly p'ipraveny varianty konstrukt" r"zn!ch domén FANCL. Ty byly exprimovány, 
purifikovány a byla testována jejich enzymová aktivita a vazebné vlastnosti s proteinov!m 
komplexem Ub-UBE2T. Dále byly p'ipraveny r"zné mutantní varianty UBE2T a jejich 
aktivita byla testována p'es monoubiquitinylaci FANCD2 pro lep$í pochopení strukturního 
p'eskupení UBE2T v rámci dosa%ení jeho aktivity a pro budoucí strukturní anal!zy. 
 
Klí(ová slova: Fanconiho anémie, opravná dráha Fanconiho anémie, UBE2T, FANCL,  
monoubiquitinylovan! enzym UBE2T, monoubiquitinylace FANCD2  
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Abstract 
Due to the action of endogenous and exogenous agents, DNA is subject up to 70,000 
lesions per day, thus the existence of repair mechanisms and enzymes is more than 
necessary. We know basic mechanisms of several specific DNA repair pathways, of which 
the Fanconi anaemia (FA) repair pathway is one of the least explored. FA is a rare, autosomal 
recessive disorder characterized by early onset bone marrow failure, developmental defects, 
genomic instability and predisposition to acute myeloid leukaemia and solid tumours.  
The primary diagnosis of FA is a hypersensitivity to cross-linking agents of DNA due to 
inactivation of one of the 21 genes from the FA repair pathway, the so-called FANC genes 
(FA complementation group). The molecular defect in FA is an impaired repair of DNA 
interstrand cross-links (ICLs). The ICLs are cytotoxic lesions that inhibit the process of DNA 
replication and transcription. A crucial step in the FA pathway that initiates ICL repair is  
a monoubiquitination of FANCD2. FANCD2 monoubiquitination is a base for the 
recruitment of additional proteins that coordinate DNA repair. Ubiquitin is recruited via 
activating enzyme E1 (UBA1), ubiquitin-conjugating enzyme E2T (UBE2T) and transferred 
onto FANCD2 by multisubunit E3 ligase (FA core complex). There are up to 11 different 
proteins composing FA core complex, of which are the most important FANCB, FAAP100 
and FANCL. However, a minimal system for proper monoubiquitination of FANCD2 is 
ubiquitin, UBE2T, FANCL, UBA1 and DNA. 
 This work deals with molecular architecture and factors regulating ubiquitination 
and thus the entire FA pathway. The main task was to prepare and characterize the construct 
and mutant variants of UBE2T and FANCL and to study the mechanism of transmission of 
ubiquitin via E3 ligase to the substrate, FANCD2. A covalent complex of UBE2T with 
ubiquitin was produced. Variants of constructs of different domains of FANCL were 
prepared in order to investigate the molecular mechanisms of FANCD2 monoubiquitination. 
These were expressed, purified and their enzymatic activity and binding properties were 
tested with the Ub-UBE2T protein complex. In addition, various mutant variants of UBE2T 
were prepared and their activity was tested through monoubiquitination of FANCD2 for 
better understanding of structural rearrangement of UBE2T to achieve its activity and for 
future structural analyzes. 
 
Keywords: Fanconi anaemia, Fanconi anaemia repair pathway, UBE2T, FANCL,  
monoubiquitinated enzyme UBE2T, monoubiquitination of FANCD2 (In Czech)  
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1 Seznam zkratek 
AAD aktivní adenyla(ní doména 
ATR z angl. ataxia telangiectasia mutated and Rad3-related 
BL100 komplex FANCB:FANCL:FAAP100 
DRWD centrální doména FANCL (z angl. double RWD-like 
fold) 
DSB dvou'et&zcové zlomy (z angl. double-strand breaks) 
IAD inaktivní adenyla(ní doména 
ICL  mezi'et&zcové kovalentní spojení DNA (z angl. 
interstrand cross-link) 
EDTA ethylendiamintetraoctová kyselina 
ELF N-terminální doména FANCL (z angl. E2-like fold) 
ESI „elektrosprejová“ ionizace (z angl. electrospray 
ionization) 
FA Fanconiho anémie 
FANC komplementa(ní skupina Fanconiho anémie (z angl. 
Fanconi anemia complementation group) 
FAAP asociovan! protein Fanconiho anemie (z angl. 
Fanconi anemia-associated protein) 
LB kultiva(ní médium (z angl. lysogeny broth) 
NTA nitrilotrioctová kyselina (z angl. nitrilotriacetic acid) 
PB fosfátov! pufr (z angl. phosphate buffer) 
PCR polymerasová 'et&zová reakce (z angl. polymerase 
chain reaction) 
PE z angl. phosphate/ethanol 
RING C-terminální doména FANCL (z angl. really 
interesting new gene) 
RPM otá(ky za minutu (z angl. revolutions per minute) 
SDS dodecylsíran sodn! (z angl. sodium dodecyl sulfat) 
SDS-PAGE SDS polyakrylamidová gelová elektroforéza 
TAE Tris-acetátov! pufr s EDTA 
TCEP Tris(2-karboxyethyl)fosfin 
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TE Tris/EDTA 
TEMED N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin 
TEV virus tabákové mozaiky (z angl. tobacco etch virus) 
Ub ubiquitin 
UBA1 ubiquitin-aktivující enzym 
UBE2T ubiquitin-konjugující enzym E2T 
UFD z angl. ubiquitin-fold domain 
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2 Úvod 
2.1 Po$kození DNA 
DNA jako%to makromolekula d"le%itá pro existenci %ivota podléhá denn& v bu)kách 
a% 70 000 r"zn!m po$kozením [1]. Ji% p'ed objevem struktury DNA bylo zji$t&no, %e 
p"sobením exogenních (inidel, a* se jedná o ultrafialové a rentgenové zá'ení nebo dal$í 
chemické látky, jimi% jsme vystaveni ka%d! den, dochází ke genetick!m zm&nám 
podn&cujícím vznik rakoviny [2]. A% o n&kolik let pozd&ji byla k vliv"m, které negativn& 
p"sobí na stabilitu DNA, za'azena i endogenní (inidla z b&%ného bun&(ného metabolismu  
a spontánní jevy v bu)ce [3]. 
 Mezi po$kození, kter!m DNA podléhá nej(ast&ji, pat'í jedno'et&zcové zlomy, které 
mohou b!t zp"sobeny oxida(ním stresem nebo bazickou hydrol!zou. Mnohem 
nebezpe(n&j$í jsou v$ak dvou'et&zcové zlomy, zkrácen& DSB (z angl. double-strand breaks) 
[1,2,4]. DNA  také m"%e podlehnout depurinaci, depyrimidinaci, deaminaci, inzerci (i deleci 
nukleotidu, vlo%ení analogu báze, vzniku thymidylov!ch dimer" a dal$ím [5]. 
Jak ji% bylo uvedeno, DNA podléhá denn& velkému mno%ství po$kození, tudí% 
existence opravn!ch mechanism" a enzym" participujících na t&chto opravách je více ne% 
nezbytná. V tomto odv&tví mají velkou zásluhu Tomas Lindahl, Paul Modrich a Aziz Sancar, 
kte'í za sv"j v!zkum získali Nobelovu cenu. Tomas Lindahl definoval základní 
mechanismus opravy bází [6]. Oprava DNA po$kozené UV zá'ením za vzniku 
thymidylov!ch dimer" (i dal$ích adukt" a opravn! mechanismus nesprávn& párovan!ch bází 
jsou p'ipisovány Paulu Modrichovi a Azizu Sancarovi [7,8]. Mezi dal$í známé specifické 
opravné dráhy pat'í opravná dráha Fanconiho anémie (FA) a homologní rekombinace [9]. 
Nutno uvést, %e po$kození DNA a z toho vycházející mutace jsou nepostradateln!m 
zdrojem genetické diverzity, a* u% se jedná o diverzifikaci protilátek nebo p'írodní v!b&r. 
Tyto jevy tak neodmysliteln& pat'í k evoluci v$ech organism". Na druhé stran& mutace  
a genetická nestabilita souvisí s rozvojem rakoviny a nemocí spojené se stá'ím [1].  
2.2 Mezi'et&zcové kovalentní spojení DNA 
P"sobením r"zn!ch exogenních a endogenních (inidel m"%e docházet ke 
kovalentnímu spojení mezi nukleotidy dvou 'et&zc" DNA, zkrácen& ICL (z angl. interstrand 
cross-link) viz Obrázek 1 na následující stran&.  
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Obrázek 1: Kovalentní spojení mezi nukleotidy dvou řetězců prostřednictvím mitomycinu C. 
Vytvořeno v programu ChemDraw. 
ICL je vysoce cytotoxické a pokud není opraveno, dochází v důsledku jeho tvorby 
k blokaci replikace a transkripce z důvodu bránění separace řetězců DNA [10]. Mezi 
exogenní činidla způsobující ICL patří například psoralen, cisplatina, mytomycin C  
a dusíkaté yperity, jež si našly využití jako protinádorová léčiva ale i jako válečné zbraně 
[11,12]. Z endogenního metabolismu lze do ICL-tvořících činidel zařadit kyselinu dusitou, 
aldehydy (formaldehyd, acetaldehyd a další) a reaktivní formy kyslíku [11,13–15]. 
Ve všech buňkách může replikace DNA, která obsahuje ICL, indukovat tvorbu DSB. 
ICL jsou také účinnými induktory výměny sesterských chromatid, což nasvědčuje tomu, že 
tyto replikačně závislé DSB jsou mnohdy vyřešeny výměnou sesterských chromatid [10]. 
2.3 Fanconiho anémie 
Fanconiho anémie je autosomálně-recesivní porucha s výjimkou genu FANCB (z angl. 
Fanconi anemia complementation group B), který je vázán na chromosom X a RAD51, jehož 
nalezené mutace byly vždy dominantní. Pro projev autosomálně-recesivní poruchy je třeba 
mutace daného genu na obou alelách od otce a matky. Homozygoti mají vysoký výskyt 
vrozených vad a aplastických anémií a rovněž zvýšené poškození chromozomů po kultivaci 
buněk (obvykle lymfocytů) s klastogenními činidly (činidla poškozující DNA). Se 
zvyšujícím se věkem se u pacientů s FA zvyšuje riziko výskytu leukémie a maligních nádorů 
[16–18]. Základní diagnózou FA je poškození chromozomů a přecitlivělost na činidla 
způsobující ICL. Skutečnost, že buňky s FA jsou hypersenzitivní na tento typ poškození 
DNA, naznačuje, že jedinci mají defekty v opravě těchto lézí [10]. Dosud bylo 
identifikováno  
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21 gen", jejich% proteiny se podílejí na oprav& ICL a tedy bialelická mutace v t&chto genech 
vede k rozvoji FA [19]. 
Celosv&tová prevalence Fanconiho anémie je nízká, a to 1 a% 5 p'ípad" na milion lidí, 
p'i(em% pr"m&rná doba %ivota pacient" s FA je 20 let. Lé(ba FA je v podstat& podp"rná, 
jedinou $ancí na lé(bu hematopoetick!ch aspekt" onemocn&ní je transplantace  
kostní d'en& [20]. 
2.4 Opravná dráha Fanconiho anémie 
2.4.1 Aktivace opravné dráhy 
Opravná dráha FA je aktivována, kdy% se DNA polymerasa zastaví p'i replikaci DNA 
v d"sledku tvorby ICL. K aktivaci dochází v rámci S-fáze bun&(ného cyklu [21]. V tento 
okam%ik dochází k p'enosu ubiquitinu pomocí UBA1 na ubiquitin-konjugující enzym 
UBE2T. Ubiquitin je následn& p'enesen z UBE2T prost'ednictvím nukleárního komplexu 
FA, zaujímajícího ubiquitin-ligasovou aktivitu, na komplex FANCD2-FANCI, je% 
interaguje s po$kozenou (ástí DNA (viz Obrázek 2). Následkem této podstatné aktivace 
m"%e b!t ICL odstran&no a DNA je nadále replikována [22,23]. 
 
Obrázek 2: Schéma aktiva(ní (ásti opravné dráhy FA. 
 Pro úplnost je t'eba zd"raznit slo%ení nukleárního komplexu FA, kter! je nedílnou 
sou(ástí aktiva(ní (ásti opravné dráhy. Jedná se o komplex slo%en! z protein" FANC  
a protein" FAAP (z angl. Fanconi anemia-associated protein) jmenovit& FANCA, -B, -C,  
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-E, -F, -G, -L, -M a FAAP20, FAAP24 a v neposlední řadě FAAP100 [24]. Sub-komplex 
FANCB, FAAP100 a FANCL tvoří v rámci nukleárním komplexu FA dimerní centrum, 
v němž FANCB poskytuje základnu pro dvě molekuly proteinu FANCL [25,26]. Tento  
sub-komplex je zodpovědný za ubiquitin-ligasovou aktivitu nukleárního komplexu FA [24]. 
 Další sub-komplex tvoří FANCC, FANCE a FANCF, který vytváří interakční most 
mezi komplexem FANCB:FAAP100:FANCL a FANCI, FANCD2 pro katalýzu 
koordinované ubiquitinylace obou proteinů v dimerním uspořádání [25].  
2.4.2 Proteiny důležité pro aktivaci opravné dráhy 
2.4.2.1 Ubiquitin 
Ubiquitin (Ub) je malý regulační protein (8,6 kDa) nacházející se pouze 
v eukaryotických buňkách. Tento globulární protein (viz Obrázek 3) o délce 76 aminokyselin 
se nalézá v buňkách volný či kovalentně vázaný k jiným proteinům. Jedná se o jeden 
z nejvíce konzervovaných proteinů u eukaryot [27].  
 
Obrázek 3: Struktura lidského ubiquitinu s vyznačeným vazebným místem na C-konci. Identifikační 
PDB kód: 1ubi. 
Ubiquitin může být vázán karboxylovou skupinou glycinu na C-konci k lysinu, 
cysteinu, threoninu, serinu nebo N-terminální aminokyselinu cílového proteinu. Substrátové 
proteiny mohou být modifikovány ubiquitinem různými způsoby. Monoubiquitinylace je 
připojení jedné molekuly ubiquitinu na jednu ε-aminoskupinu lysinu. Tato modifikace je 
reversibilní, neproteolytický signál, který se podílí na endocytóze, regulaci struktury histonů, 
G76 
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opravě DNA, pučení virů a na jaderném exportu. Jedna molekula ubiquitinu může 
modifikovat několik postranních řetězců lysinu substrátového proteinu, tato mnohočetná 
monoubiquitinylace hraje roli v internalizaci receptorů a endocytóze [28,29]. 
 Ubiquitin sám obsahuje sedm lysinů, které jsou potenciálními akceptory další 
molekuly ubiquitinu, což umožňuje tvorbu ubiquitinových řetězců na cílovém proteinu 
(polyubiquitinylace). Různé polyubiquitinové řetězce přispívají k diverzitě ubiquitin-
dependentní signalizaci. Příkladem může být polyubiquitinylace na K48, která nejčastěji 
vede k degradaci cílového proteinu prostřednictvím proteasomu, naopak polyubiquitinylace 
na K63 souvisí s četnými buněčnými signalizacemi, které nesouvisí s degradací 
modifikovaného proteinu [28,30].  
2.4.2.2 Ubiquitin-aktivující enzym UBA1 
V lidském těle se nachází dva ubiquitin-aktivující enzymy, UBA1 a UBA6 (z angl. 
ubiquitin-like modifier-activating enzyme), avšak pouze UBA1 byl potvrzen jakožto enzym 
důležitý v ubiquitin-dependentní signalizaci DSB a replikačního stresu  
v lidských buňkách [31]. 
Působením ubiquitin-aktivujícího enzymu, UBA1 někdy také E1, dochází k tvorbě 
konjugátů ubiquitin-protein v opravné dráze FA a v dalších drahách závislých na signalizaci 
prostřednictvím ubiquitinu. Tento enzym o velikosti 117 kDa a délce 1058 aminokyselin 
katalyzuje ATP-dependentní aktivaci ubiquitinu, která spočívá v adenylaci C-koncové 
aminokyseliny ubiquitinu za přítomnosti Mg2+ iontů. Následně dochází k přenosu ubiquitinu 
na thiolovou skupinu cysteinu enzymu UBA1 za tvorby thioesterové vazby  
(viz Obrázek 4) [32,33].  
 
Obrázek 4: Aktivace ubiquitinu pomocí ubiquitin-aktivujícího enzymu, UBA1. Vytvořeno 
v programu ChemDraw. 
 UBA1 je multidoménový enzym (Obrázek 5 na následující straně), který prochází 
velkými konformačními změnami k naplnění jeho funkce. Na bázi enzymu je inaktivní resp. 
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aktivní adenylační doména (IAD resp. AAD), které tvoří jakýsi pseudodimer sloužící jako 
rigidní tělo enzymu. Doména AAD váže ubiquitin, ATP a Mg2+ a nese adenylační aktivitu 
enzymu UBA1. Dále obsahuje cysteinylovou „dvoudoménu“ s katalytickým cysteinem 
(C632) a C-terminální doménu UFD (z angl. ubiquitin-fold domain), jež váže specificky 
ubiquitin-konjugující enzym E2. Promiskuita enzymu UBA1 dovoluje jeho interakci 
s přibližně 40 různými ubiquitin-konjugujícími enzymy E2 [34]. 
 
Obrázek 5: Krystalová struktura lidského ubiquitin-aktivujícího enzymu UBA1 s navázaným 
ubiquitinem (modře) v adenylačním místě enzymu. Identifikační PDB kód: 6dc6. 
2.4.2.3 Ubiquitin-konjugující enzym UBE2T 
Enzym UBE2T (z angl. Ubiquitin-conjugating enzyme E2T), akceptuje ubiquitin od 
enzymu UBA1 a katalyzuje jeho přenos na ε-aminoskupinu lysinu jiného proteinu za vzniku 
isopeptidové vazby (viz Obrázek 6 na následující straně). Je známo kolem 40 různých 
ubiquitin-konjugujících enzymů, avšak UBE2T (197 aminokyselin, 22,5 kDa, Obrázek 7, 
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str. 17) byl potvrzen jako specifický E2-enzym v opravné dráze FA [35]. Svoji funkci 
přenosu molekuly ubiquitinu na FANCD2 a FANCI vykonává za působení E3-ligasy, 
FANCL. Přenos molekuly ubiquitinu je ústředním krokem vedoucím k samotnému 
odstranění ICL z DNA [23]. 
 
Obrázek 6: Postupný přenos ubiquitinu z  UBA1, přes UBE2T až na substrát, FANCD2 resp. FANCI 
za pomoci E3-ligasy FANCL. Vytvořeno v programu ChemDraw. 
 Za přítomnosti FANCL přijímá UBE2T molekulu ubiquitinu od UBA1 za vzniku 
thioesterové vazby mezi C-terminální karboxylovou skupinou glycinu a thiolovou skupinou 
cysteinu (C86). UBE2T podléhá auto-monoubiquitinylaci na ε-aminoskupině lysinu, 
konkrétně na K91 a dalších lysinech na C-terminálním konci. Role této auto-
monoubiquitinylace, konkrétně na K91, který je velmi blízko aktivnímu místu C86, zůstává 
neznámá. Nicméně auto-monoubiquitinylovaný UBE2T na K91 s delecí 18 aminokyselin na 
C-konci (UBE2T∆C) není aktivním donorem ubiquitinu. Po přípravě enzymu UBE2T 
s mutací K91 na arginin (K91R) a nebo s delecí 18 aminokyselin na C-konci, bylo objeveno, 
že tento mutantní UBE2T, který není schopný auto-monoubiquitinylace, je stále aktivní ve 
smyslu monoubiquitinylace FANCD2 jak in vivo tak in vitro za přítomnosti FANCL [35,36].  
UBE2T se váže na RING-doménu FANCL, tato vazba vyvolává některé lokální 
změny v oblasti helix_1 – smyčky_2 proteinu UBE2T a rovněž ve smyčkách 7 a 8, které 
lemují aktivní místo. Aminokyselinové zbytky v těchto posunutých oblastech (R3, L7, D32, 
D33, K91-K95 a D122) jsou převážně vystaveny povrchu a do značné míry konzervovány 
mezi homology UBE2T. Při deleci aminokyselin 92-95 dochází k narušení 
monoubiquitinylace FANCD2 a FANCI. Po analýze změn v UBE2T ve vázaném  
a nevázaném stavu bylo objeveno, že E54 interaguje s R35 a R69 a jeho vazba se redukuje 
po interakci s FANCLRING. Mutací E54R bylo docíleno toho, že došlo k otevření brány 
tvořené E54 a monoubiquitinylační reakce FANCD2 a FANCI probíhala mnohem 
efektivněji [37]. Jak už bylo řečeno, při interakci UBE2T s RING-doménou FANCL, 
dochází k posunu smyčky 7 od aktivního místa. Smyčka 7 obsahuje aminokyseliny K91, 
L92, P93,P94 a K95. Dva konzervované proliny udržují rigiditu smyčky. Pokud byly tyto 
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proliny mutovány na glycin a E54 na arginin (E54R), bylo změnou flexibility v těchto 
oblastech docíleno k zvýšení aktivity o 2 až 4 násobek oproti hybridnímu UBE2T E54R. 
Překvapivě, prostřednictvím této hyperaktivní varianty UBE2T došlo k monoubiquitinylaci 
FANCD2 a FANCI bez přítomnosti DNA. Tato studie prokázala, že UBE2T prochází 
velkými strukturními změnami a mutací některých aminokyselin lze zásadně modifikovat 
jeho aktivitu [37]. 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 7: Struktura lidského ubiquitin-konjugujícího enzymu UBE2T. Ve struktuře jsou vyznačena 
vazebná místa pro ubiquitin, aktivní místo C86 a auto-ubiquitinylační místo K91. V kruhových 
výřezech jsou vyznačené aminokyseliny (E54, P93, P94), jejichž mutací byla zvýšena aktivita 
enzymu UBE2T [37]. UBE2T byl připraven s delecí 18 aminokyselin na C-konci [38]. Identifikační 
PDB kód:5ojj. 
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P94 
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2.4.2.4 FANCL („Fanconi anemia complementation group L“) 
FANCL (z angl. Fanconi anemia complementation group L), o velikosti 375 
aminokyselin a 42,9 kDa (z organismu Homo sapiens), je specifickou E3-ligasou v opravné 
dráze FA. Spole(n& s dal$ími proteiny je sou(ástí FA-nukleárního komplexu, kter! 
zprost'edkovává monoubiquitinylaci FANCD2 za p'ítomnosti UBE2T, DNA a ubiquitinu. 
P'esto pro dostate(nou monoubiquitinylaci FANCD2 in vitro sta(í p'ítomnost FANCL jako 
E3-ligasy, FANCI, UBE2T a DNA, av$ak FANCB a FAAP100, je% jsou sou(ástí 
nukleárního komplexu (viz v!$e) a interagují s FANCL jsou t'eba pro úplnou ubiquitin-
ligasovou aktivitu in vivo [36,39,40]. 
Krystalová struktura enzymu FANCL (Obrázek 8, str. 19) z organismu Drosophila 
melanogaster odhalila 3 r"zné domény, N-terminální doménu ELF (z angl. E2-like fold). 
centrální doménu DRWD (z angl. double RWD-like fold) a doménu RING (z angl. really 
interesting new gene) [41]. Ka%dá z domén má ve FANCL odli$nou funkci. Doména RING 
(301-381 aminokyselin) slou%í k vazb& UBE2T. Doména DRWD (105-294 aminokyselin) 
obsahuje vazebné místo pro substrát, tedy FANCD2 a FANCI, p'i(em% doména ELF  
(1-104 aminokyselin) je nezbytná z hlediska nekovalentní interakce mezi ubiquitinem  
a FANCL. Tato interakce nicmén& není pot'ebná pro rozpoznání nukleárního komplexu ani 
nezvy$uje interakci mezi FANCL a UBE2T a není d"le%itá pro monoubiquitinylaci 
FANCD2 in vitro, ale je pot'eba pro ú(innou monoubiquitinylaci FANCD2 in vivo [40–42]. 
RING doména ve své struktu'e obsahuje tzv. motiv „zinkového prstu“ s dv&ma ionty zinku 
vázan!mi v (Cys)4, His a (Cys)3 uspo'ádání. Toto uspo'ádání se neli$í ani ve struktu'e lidské 
domény RING, nicmén& se odli$uje od obvyklého uspo'ádání (Cys)3, His, (Cys)4.  
Doména RING obsahuje hydrofobní oblast zahrnující Ile313, Leu343, Pro365, Phe366  
a konzervovan! Trp346. Tato hydrofobní oblast je exkluzivn& ur(ena pro vazbu UBE2T, 
co% nazna(uje i míra konzervovanosti této oblasti p'es v$echny FANCL homology. A(koliv 
lidsk! genom kóduje p'ibli%n& 40 r"zn!ch ubiquitin-konjugujících enzym" E2, bylo 
prokázáno, %e FANCL si p'ednostn& pro vazbu a kooperaci v p'enosu ubiquitinu  
vybírá UBE2T [41,43]. 
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Obrázek 8: Krystalová struktura E3-ligasy FANCL z organismu Drosophila melanogaster. Modře 
označena doména ELF, oranžově doména DRWD a žlutě doména RING s motivem zinkového prstu 
s vázanými ionty Zn2+. Identifikační PDB kód: 3k1l. 
2.4.2.5 FANCD2 („Fanconi anemia complementation group D2“) 
FANCD2 (z angl. Fanconi anemia complementation group D2) je protein kódovaný 
genem FANCD2 [44]. FANCD2 je monoubiquitinylován v S-fázi buněčného cyklu nebo 
v reakci na poškození DNA zesíťujícími činidly a je koncentrován ve formě nukleárních 
ohnisek [45]. Monoubiquitinylace FANCD2 vyžaduje přítomnost proteinu FANCI a je 
stimulována molekulou DNA jako vazebného substrátu [39]. Aby mohlo dojít k efektivní 
monoubiquitinylaci FANCD2 in vivo, dochází působením kinasy ATR (z angl. ataxia 
telangiectasia mutated and Rad3-related) k fosforylaci FANCD2 na několika pozicích. 
Kinasa ATR se obecně chová jako proteinová kinasa, která fosforylací proteinů koordinuje 
procesy opravy DNA a procesy zahrnuté v kontrolních bodech buněčného cyklu [46,47]. 
Dříve se uvádělo, že normální lymfoblasty exprimují dvě isoformy proteinu 
FANCD2, krátkou formu (FANCD2-S, 155 kDa) a dlouhou formu (FANCD2-L, 162 kDa). 
Isoforma 155 kDa (FANCD2-S) je primárním translačním produktem klonované cDNA 
FANCD2. Bylo prokázáno, že nukleární komplex FA reguluje přímo nebo nepřímo expresi 
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obou isoforem, přičemž působením zesíťujících činidel dochází k zvýšené expresi 
FANCD2-L. Jak se prokázalo, isoforma FANCD2-L je monoubiquitinována na lysinu 561, 
který je konzervován napříč organismy [45,48]. 
2.4.2.6 FANCI („Fanconi anemia complementation group I“) 
FANCI (z angl. Fanconi anemia complementation group I) je druhým substrátem 
FA-nukleárního komplexu a sdílí sekvenční homologii s FANCD2, která se pravděpodobně 
vyvíjí ze společného rodového genu. Společně s FANCD2 tvoří komplex (Obrázek 9), který 
se váže na chromatin jako odpověď na poškození DNA. Podobně jako FANCD2 je i FANCI 
monoubiquitinylován na lysinu 523 a tato ubiquitinylace je simultánně důležitá pro udržení 
ubiquitinu vázáného na FANCD2, což nasvědčuje existenci duálního blokovacího 
mechanismu, který je nepostradatelný pro funkci komplexu FANCD2-FANCI. FANCI  
o velikosti 150 kDa a 1328 aminokyselin je taktéž jako FANCD2 fosforylován ATR-kinasou 
na několika místech [49,50]. 
 
Obrázek 9: Krystalová struktura komplexu FANCD2 (fialově) a FANCI (růžově) s vyznačenými 
vazebnými místy pro ubiquitin (modře). Identifikační PDB kód: 3s4w.  
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3 Cíl práce  
Cílem této diplomové práce bylo p'ipravit a charakterizovat komponenty  
na strukturní studie mechanism" ubiquitinylace FANCD2. Prvním cílem byla p'íprava 
stabilního proteinového komplexu Ub-UBE2T, ov&'ení jeho aktivity a charakterizace jeho 
interakcí s aktivní formou FANCL za ú(elem pozd&j$í strukturní anal!zy. Z tohoto d"vodu 
bylo t'eba p'ipravit i zkrácené varianty FANCL a ov&'it jejich aktivitu. Sou(ástí této práce 
je i p'íprava mutantních variant UBE2T, které by byly u%ite(né v rámci komplexní interak(ní 
anal!zy s jeho vazebn!mi partnery.  
  
Dosa%ení tohoto cíle zahrnovalo díl(í kroky: 
• p'íprava a izolace proteinového komplexu Ub-UBE2T 
• p'íprava expresního vektoru pro bakteriální expresi zkrácen!ch variant FANCL  
• bakteriální exprese a izolace zkrácen!ch variant FANCL  
• ov&'ení aktivity proteinového komplexu a charakterizace interakce Ub-UBE2T s aktivní 
zkrácenou variantou FANCL 
• p'íprava expresních vektor" mutantních variant UBE2T 
• bakteriální exprese a izolace mutantních variant UBE2T 
• ov&'ení aktivity mutant" UBE2T   
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4 Materiál  
4.1 Pou%ité p'ístroje 
Analytické váhy Adventurer Pro, Ohaus 
Aparatura a zdroj pro horizontální 
elektroforesu 
EV 231, Consort 
Aparatura pro vertikální 
elektroforesu 
Mini-PROTEIN Tetra Systém, Bio-Rad 
Bloková láze) SBH130D, Stuart 
Centrifugy Centrifuge 5415 R, rotor F54-24-11, Eppendorf 
Centrifuge 5418, rotor FA-45-18-1, Eppendorf 
Allegra X-15 R Centrifuge, Beckman Coulter 
Avanti J-26S XPI, rotor JLA-9.1000, Beckman 
Coulter 
Avanti J30I, rotor JA 30.50, Beckman Coulter 
FPLC-systém ÄKTA purifier 10, GE Healthcare Life Sciences 
Inkubátor Innova 44, Incubator Shaker Series, New 
Brunswick Scientific 
IPP 400, Memmert 
Incubating Mini Shaker, VWR 
Kolona pro afinitní 
chromatografii 
HisTrapTM HP 1 ml, GE Healthcare Life 
Sciences 
Kolona pro iontovou 
chromatografii 
Q HP 5 ml, GE Healthcare Life Sciences 
Kolona pro odsolení protein" Desalting 26/10, GE Healthcare Life Sciences 
Kolony pro gelovou 
chromatografii 
Superdex 75 16/600 GL, Superdex 200 16,600 
GL, Superdex 75 10/300 GL, GE Healthcare Life 
Sciences 
Koncentrátory Amicon$ Ultra 30K, Amicon$ Ultra 3K, 
Millipore Ireland Ltd. 
Magnetická mícha(ka ARE,VELP 
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4.2  Pou%ité chemikálie 
Agarosa Agarosa SERVA pro DNA elektroforézu, SERVA 
Akrylamid, bisakrylamid Rotiphorese gel 30 (37,5:1), Carl Roth 
Ampicilin Carl Roth 
ATP Sigma-Aldrich 
Coomassie Brilliant Blue G 250 Sigma-Aldrich 
EDTA (ethylendiamin tetraoctová 
kyseliny) 
Carl Roth 
Ethidium bromid Carl Roth 
Gibson mix New England BioLabs 
HCl PENTA 
IGEPAL CA-630 (NP-40) Sigma-Aldrich 
Ni-NTA agarosa Protino 
Peroxodisíran amonn! Carl Roth 
SDS Carl Roth 
Standard pro elektroforesu DNA Gene RulerTM 1kb Plus DNA Ladder, Thermo 
Scientific 
Mikrospektrofotometr Spectophotometer ND-1000, Nanodrop 
pH metr HI 3200 pH/ORP Meter, HANNA instrument 
P'edvá%ky EMB 500-1 Kern 
Rotátor TubeRoller, Benchmark 
Sonikátor Bandelin Sonopro 
Termocykler Professional TRIO Thermocycler, Biometra 
Product Line 
UV-fotoaparát QUANTUM ST4-1100, Vilbert Lourmat 
Vodní láze) JB Aqua 2 Plus, Grant 
Vortex Gene 2, Scientific Industries 
Zdroj pro vertikální elektroforesu PowerPac Basc, Bio-Rad 
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Standard pro elektroforesu protein" PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder 
10-250 kDa, Thermo Scientific 
TCEP Thermo Scientific 
TEMED Carl Roth 
Tris-HCl Carl Roth 
%-merkaptoethanol Sigma-Aldrich 
4.2.1 Roztoky, pufry a média 
Tabulka 1: Pufry pro afinitní chromatografii 
Elu(ní pufr pro Ub-UBE2T!C 20 mM Tris pH 8,0; 0,25 M NaCl;  
0,3 M imidazol pH 8,0;  
2 mM %-merkaptoethanol; 10% (v/v) glycerol 
Elu(ní pufr pro UBE2T!C 20 mM Tris pH 8,0; 0,35 M NaCl; 
10 mM glutathion; 2 mM %-merkaptoethanol;  
10 % (v/v) glycerol 
Elu(ní pufr pro varianty FANCL 0,1 M Tris pH 8,0; 0,5 M NaCl;  
0,3 M imidazol pH 8,0; 10 % (v/v) glycerol, 
0,5 mM TCEP 
Prom!vací pufr pro Ub-UBE2T!C 20 mM Tris pH 8,0; 0,25 M NaCl; 
2 mM %-merkaptoethanol 
Prom!vací pufr pro UBE2T!C 20 mM Tris pH 8,0; 0,35 M NaCl;  
2 mM %-merkaptoethanol;  
10 % (v/v) glycerol 
Prom!vací pufr pro varianty FANCL 0,1 M Tris pH 8,0; 0,5 M NaCl;  
20 mM imidazol pH 8,0; 10 % (v/v) glycerol, 
0,5 mM TCEP 
 
Tabulka 2: Pufry pro gelovou chromatografii 
Ub-UBE2T!C 10 mM Tris pH 8,0; 100 mM NaCl 
UBE2T!C 
20 mM Tris pH 8,0; 0,35 M NaCl;  
2 mM %-merkaptoethanol;  
10 % (v/v) glycerol 
Zkrácené varianty FANCL 0,1 M Tris pH 8,0; 0,5 M NaCl;  10 % (v/v) glycerol, 0,5 mM TCEP 
 
Tabulka 3: Pufry pro ionexovou chromatografii 
Pufr pro ionexovou chromatografii 
FANCL – elu(ní 
20 mM Tris pH 8,0; 1 M NaCl;  
10 % (v/v) glycerol; 1 mM TCEP 
Pufr pro ionexovou chromatografii 
FANCL – prom!vací 
20 mM Tris pH 8,0; 50 mM NaCl;  
10 % (v/v) glycerol; 1 mM TCEP 
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Tabulka 4: Reak(ní pufry a pufry pro „pull-down“ anal!zu 
Pufr pro „pull-down“ anal!zu – elu(ní 20 mM Tris pH 8,0; 50 mM NaCl;  
0,3 M imidazol pH 8,0; 10 % (v/v) glycerol; 
1 mM TCEP 
Pufr pro „pull-down“ anal!zu – 
prom!vací 
20 mM Tris pH 8,0; 50 mM NaCl;  
10 mM imidazol pH 8,0; 10 % (v/v) glycerol; 
1 mM TCEP 
Reak(ní pufr pro monoubiquitinylaci 
FANCD2/FANCI 
20 mM Tris pH 8,0; 20 mM NaCl;  
10 % (v/v) glycerol; 1 mM TCEP 
Reak(ní pufr pro produkci Ub-
UBE2T!C 
20 mM Tris pH 8,0; 150 mM NaCl;  
1 mM TCEP; 10 % (v/v) glycerol 
 
Tabulka 5: Ostatní pufry, roztoky a média 
CBB barvící roztok 3 mM Coomassie Brilliant Blue R250,  
1,5 M CH3COOH 
LB agar podle Lennoxe P-Lab 
LB médium podle Lennoxe P-Lab 
Liga(ní pufr 10& T4 DNA Ligase buffer, Thermo 
Scientific 
Naná$ecí pufr pro elektroforesu DNA 6& DNA Loading Dye, Thermo Scientific 
Pufr pro SDS elektroforesu (Tris-
glycinov! pufr) 
25 mM Tris NaCl, 0,25 M glycin  
0,1 % (w/w) SDS, pH 8,8 
Sada pro purifikaci DNA QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen 
QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen 
TAE pufr 40 mM Tris, 20 mM CH3COOH, 1 mM 
EDTA, pH 8,0 
Vzorkov! pufr 5& 60 mM Tris pH 6,8, 25 % (v/v) glycerol,  
2,9 % (w/w) SDS, 0,1 % (v/v) bromfenolová 
mod', 714 mM %-merkaptoethanol 
ZY médium 1 % (w/v) tryptom, 0,5 % (w/v) kvasni(ní 
extrakt, 2,8 mM glukosa, 6 mM laktosa,  
0,5 % (v/v) glycerol, 1 mM MgCl2,  
25 mM (NH4)2SO4, 50 mM KH2PO4,  
50 mM Na2HPO4 
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4.2.2 Enzymy 
Gibson mix New England BioLabs 
proteasa 3C PreScission p'ipravena v laborato'i 
proteasa TEV p'ipravena v laborato'i 
proteasa SUMO p'ipravena v laborato'i 
Q5 Hot Start High-Fidelity Master Mix New England BioLabs 
T4 DNA ligasa Thermo Scientific 
 
4.2.3 Slo%ení gel$ pro SDS-PAGE 
Zaost'ovací 125 mM Tris-HCl pH 6,8 
4 % (v/v) Akrylamid/Bisakrylamid  
(37,5 : 1) 
0,1 % (w/v) SDS 
0,005 % (v/v) TEMED 
0,05 % (w/v) (NH4)2S2O8 
Separa(ní 375 mM Tris-HCl pH 8,8 
15 % (w/v) Akrylamid/ Bisakrylamid  
(37,5 : 1) 
0,1 % (w/v) SDS 
0,001 % (v/v) TEMED 
0,05 % (w/v) (NH4)2S2O8 
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4.2.4 Pou%ité sekvence primer$ pro p!ípravu konstrukt$ 
Primer dle sm&ru 
replikace 
Sekvence (5´-3´) 
FANCL DRWD 
„forwardní“ 
CTCACCGCGAACAGATTGGTGGATCCTTCTGCAAAGA 
CCTTCTTACTG 
FANCL DRWD 
„reversní“ 
GTAGGCCTTTGAATTCCGGATCAAACATCTTTCAAATT 
TTGTAACAGAC 
FANCL RING 
„forwardní“ 
CTCACCGCGAACAGATTGGTGGATCCTTAGAA 
ATTGATTTCCCAGCTCGTAG 
FANCL RING 
„reversní“ 
GTAGGCCTTTGAATTCCGGATCAAGGTTTTCT 
CCCAGACATTTTCAAGG 
pSUMO 
„forwardní“ 
TCCGGAATTCAAAGGCCTAC 
pSUMO „reversní“ TCCACCAATCTGTTCGCG 
UBE2T!C E54R 
„forwardní“ 
GTTATCATTCCTGAGAGGTACCC 
UBE2T!C E54R 
„reversní“ 
TCGTAGCTTAAAAACACCTTTCTCATAAG 
UBE2T!C K91A 
„forwardní“ 
GCTTTGCCACCAAAAGGTGCTTGG 
 
UBE2T!C K91A 
„reversní“ 
GAGAACATCCAGACAAATCCTTCCAGC 
UBE2T!C 
K91RP93GP94G 
„forwardní“ 
AAATTGGGAGGAAAAGGTGCTTGGAGACCATCC 
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5 Metody 
5.1 P'íprava vektor" pro bakteriální expresi 
5.1.1 P!íprava konstruktu DNA 
Expresní konstrukt pro ubiquitin a UBE2T!C byl ji% v na$í laborato'i p'ipraven. 
DNA vektoru pSUMO (viz P'ílohy, str. 65) a zkrácen!ch variant E3-ligasy FANCL 
(FANCLDRWD, FANCLRING, FANCLDRWD-RING) byla získána pomocí metody polymerázové 
'et&zové reakce (PCR). PCR reak(ní sm&s byla p'ipravena dle Tabulky 6. -asové a teplotní 
podmínky jednotliv!ch krok" PCR jsou uvedeny v Tabulce 7 resp. Tabulce 8 na následující 
stránce. 
Tabulka 6: Slo%ky reak(ní sm&si pro PCR 
Reagencie Mno%ství 
Templátová DNA 1 ng 
10 .M „forwardní“ primer 1 .l 
10 .M „reversní“ primer 1 .l 
Q5 Hot Start High-Fidelity Master Mix 10 .l 
MilliQ H2O 8 .l 
 
Tabulka 7: -asové a teplotní podmínky PCR pro p'ípravu zkrácen!ch variant FANCL 
Po(et cykl" Teplota / °C -as 
1 98 30 s 
32 
98 15 s 
60 15 s 
72 40 s 
1 70 2 min 
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Tabulka 8: Reak(ní podmínky PCR pro p'ípravu vektoru pSUMO 
Po(et cykl" Teplota / °C -as 
1 98 30 s 
32 
98 15 s 
55 15 s 
72 3 min 
1 70 2 min 
5.1.2 Cílená mutagenese konstruktu UBE2T!C 
Mutace K91A, K91R P93G P94G a E54R byly do konstruktu UBE2T!C vneseny 
pomocí metody PCR za u%ití primer" uveden!ch v kap. 4.2.4, str. 27. Reak(ní sm&s byla 
p'ipravena dle Tabulky 9. Reak(ní podmínky PCR jsou uvedeny v Tabulce 10 na následující 
stránce. Jako templátová DNA pro mutaci E54R byla pou%ita DNA s mutací K91R P93G 
P94G. „Forwardní“ primer nesl triplet pro danou mutaci a „reversní“ obsahoval na svém  
5´ konci fosfát pro zacyklení linearizovaného plasmidu. V$echny formy UBE2T!C byly  
v pGEX vektoru (viz P'ílohy, str. 65) nesoucí fúzní gen pro glutathion-S-transferasovu 
(GST) za ú(elem afinitní chromatografie a sekvenci pro %-laktamasu, je% zaji$*uje resistenci  
na ampicilin. 
 
Tabulka 9: Slo%ení reak(ní sm&si pro cílenou mutagenesi 
Reagencie Mno%ství 
Templátová DNA 1 ng 
10 .M „forwardní“ primer 1 .l 
10 .M „reversní“ primer 1 .l 
Q5 High-Fidelity Master Mix 10 .l 
MilliQ H2O 8 .l 
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Tabulka 10: Reak(ní podmínky PCR 
Po(et cykl" Teplota / °C -as 
1 98 30 s 
32 
98 15 s 
63* 15 s 
72 3 min 
1 70 2 min 
 Poznámka: * Nasedací teplota primer" p'i p'íprav& mutantu E54R,K91R,P93G,P94G byla 59 °C. 
5.1.3 Horizontální agarosová elektroforesa 
Produkty PCR byly analyzovány pomocí horizontální agarosové eletroforesy. Na  
1% agarosov! gel obsahující 0,02% ethidium bromid byly naneseny v%dy 2 .l vzorku 
smíchaného s 6x koncentrovan!m vzorkov!m pufrem (6& Loading Dye). Pro standardizaci 
produkt" PCR byly na gel naneseny rovn&% 2 .l standardu GeneRuler. Elektroforesa 
prob&hla v pufru TAE 12 minut p'i nap&tí 300 V. Elektroforeticky separovaná DNA byla 
vizualizována prost'ednictvím UV-fotoaparátu QUANTUM ST4-1100. 
5.1.4 Izolace produktu PCR 
Produkt PCR byl 'ed&n trojnásobn!m mno%stvím pufru PB a purifikován adsorpcí na 
silikagelovou mikrokolonku dle pokyn" pro pou%ití komer(ní soupravy QIAquick PCR 
Purification Kit [51]. Následn& byly odstran&ny ne(istoty promytím pufrem PE a DNA 
eluována pufrem TE (zmín&né pufry jsou sou(ástí komer(ní soupravy QIAquick PCR 
Purification Kit). 
5.1.5 Gibsonovo klonování 
Genová DNA byla vlo%ena do vektoru pSUMO pomocí tzv. Gibsonova klonování  
(z angl. Gibson Assembly) [52]. Reak(ní sm&s byla p'ipravena dle Tabulky 11 na následující 
stran&. Genová DNA a vektor byly ligovány za (asov!ch a teplotních podmínek uveden!ch 
v Tabulce 12 na následující stran&. 
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Tabulka 11: Slo%ení liga(ní sm&si 
Reagencie V / .l 
Gibson mix 7 
Vektor 1,25 
Genová DNA 1,25 
Tabulka 12: -asové a teplotní podmínky ligace 
Teplota /°C -as /min 
50 15 
55 15 
60 15 
5.1.6 Ligace mutantních variant UBE2T!C 
Získané produkty PCR z kap.5.1.2 str. 29 byly pomocí liga(ní reakce „zacykleny“. 
Liga(ní sm&s byla p'ipravena dle Tabulky 13 a inkubována 1 hodinu za laboratorní teploty.  
 
Tabulka 13: Slo%ení liga(ní sm&si 
Reagencie V / µl 
Produkt PCR 3 
Liga(ní pufr (10&) 1 
T4 DNA ligasa 1 
MilliQ H2O 5 
 
5.1.7 Transformace kompetentních bakterií E. coli DH5" 
Na ledu byl smísen 1 .l liga(ní sm&si s 20 .l bun&(né suspenze kompetentních 
bakterií E. coli DH5" a v$e bylo inkubováno na ledu po dobu 10 minut. Následn& byly bu)ky 
vystaveny teplotnímu $oku 42 °C 45 sekund. Po 2-minutové inkubaci bylo p'idáno 200 µl 
LB média a bu)ky byly kultivovány 1 hodinu p'i 37 °C. Za aseptick!ch podmínek byla 
bakteriální suspenze následn& nanesena na Petriho misku s LB agarem obsahujícím  
100 µg/ml ampicilinu a inkubován p'ibli%n& 12 hodin p'i 37 °C. 
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5.1.8 Minipreparace plasmidové DNA 
Kolonie, je% vyrostly na povrchu agarové plotny, byly jednotliv& p'eneseny do 2 ml 
LB média s koncentrací ampicilinu 100 µg/ml. Bakteriální kultura byla inkubována za 
stálého míchání p'ibli%n& 12 hodin p'i 37 °C a následn& odst'ed&na 10 minut p'i 4000 g 
(Allegra X-15 R). DNA byla separována na základ& alkalické l!zy bun&k a adsorpce DNA 
na silikagelovou mikrokolonku s následn!m promytím a elucí DNA. Izolace prob&hla dle 
pokyn" v!robce pou%ité komer(ní soupravy QIAprep SpinMiniprep Kit [51]. 
5.1.9 Sekvenování plasmidové DNA 
K ov&'ení, zda-li je dan! klon tzv. specifick!, tedy nese genovou DNA, byla vyu%ita 
Sangerova metoda sekvenování firmou GATC Biotech. Reak(ní sm&s byla p'ipravena  
dle Tabulky 14. 
 
Tabulka 14: Slo%ení sekvena(ní sm&si 
Reagencie Mno%ství 
Plasmidová DNA 500 ng 
10 µM primer 5 µl 
5.2 Bakteriální exprese 
5.2.1 Exprese rekombinantního proteinu v bu&kách 
Pro bakteriální expresi zkrácen!ch variant FANCL byly chemicky kompetentní 
bu)ky bakteriálního kmene E. coli BL21 (DE3) STAR [pro expresi UBE2T a UBE2T!C 
byl pou%it bakteriální kmen E. coli BL21 (DE3) NiCo] transformovány analogick!m 
zp"sobem jako v kapitole 5.1.7. Po provedení teplotního $oku a 1-hodinové inkubaci  
v 200 µl LB média byly bu)ky p'eneseny na Petriho misku s p'íslu$n!m antibiotikem a po 
dobu p'ibli%n& 12 hodin inkubovány p'i 37 °C. Bu)ky z jedné kolonie byly p'eneseny do  
2 ml LB média s ampicilinem o finální koncentraci 100 µg/ml (pro zkrácené varianty 
FANCL, UBE2T a UBE2T!C) a inkubovány p'ibli%n& 12 hodin v t'epa(ce za stálého 
míchání (220 RPM) p'ibli%n& 12 hodin. Takto p'ipraven!m bakteriální inokulem byl 
zao(kován 1 l ZY-autoinduk(ního média s ampicilinem o kone(né koncentraci 100 µg/ml. 
Kultivace probíhala p'i 37 °C za stálého míchání (220 RPM). P'i absorbanci p'ibli%n& 0,6 
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byla teplota sní%ena na 18 °C a bakterie byly inkubovány dal$ích 12 hodin. P'i sní%ení teploty 
bylo k bakteriím exprimujícím zkrácené varianty FANCL s p'ítomnou RING doménou 
p'idán 1 ml 50 mM roztoku ZnSO4. 
5.2.2 Izolace a purifikace proteinu 
5.2.2.1 Zpracování bakteriální kultury 
Bakteriální kultura, její% p'íprava probíhala dle p'edchozího odstavce byla 
odst'ed&na v litrov!ch kyvetách 6 minut p'i 5000 g a 4 °C v centrifuze Beckman Coulter 
Avanti J-26S XPI. Supernatant byl slit a peleta zmra%ena na -80 °C nebo resuspendována ve 
vychlazeném prom!vacím pufru (slo%ení pufru viz kap. 4.2.1, str. 24) a homogenizována na 
ledu homogenizátorem podle Dounceho. Bakterie byly lyzovány pomocí sonikátoru 
Bandelin sonopro 3 & 20 s na ledu. Získan! lyzát byl centrifugován 25 min p'i 30 000 g  
a 4 °C v centrifuze Beckman Coulter Avanti J-30I . 
5.2.2.2 Afinitní chelata!ní chromatografie pomocí histidinové kotvy 
Zkrácené varianty FANCL byly izolovány s vyu%itím histidinové kotvy. Pro jejich 
purifikaci byla vyu%ita Ni-NTA agarosa. K supernatantu, kter! byl získán postupem 
uveden!m v kap 5.2.2.1, byly p'idány 3 ml vodou promyté a prom!vacím pufrem 
ekvilibrované Ni-NTA agarosy (slo%ení pufru kap. 4.2.1, str. 24). Agarosa byla inkubována 
po dobu 45 minut p'i teplot& 4 °C za stálého míchání na rotátoru TubeRoller. Po inkubaci 
byla suspenze odst'ed&na centrifugací 2 minuty p'i 500 g a 4 °C (centrifuga Beckman 
Coulter Allegra X-15R). Supernatant byl slit a agarosa resuspendována v asi 50 ml 
prom!vacího pufru a suspenze znovu odst'ed&na. Tento proces byl opakován t'ikrát, 
v posledním kroku byla agarosa nanesena na 15ml kolonu a protein byl eluován 5 ml 
elu(ního pufru (slo%ení pufru viz kap. 4.2.1, str. 24). 
5.2.2.3 Afinitní chromatografie pomocí glutathion-S-transferasy 
UBE2T a UBE2T!C byly exprimovány jako fúzní proteiny zna(ené glutathion-S-
trasferasou (GST). Purifikace postupovala analogicky jako ve v!$e uvedené kapitole, 
nicmén& místo Ni-NTA agarosy byla pou%ita glutathion-agarosa. Eluce probíhala za pou%ití 
glutathionu jako elu(ního (inidla (slo%ení elu(ního a prom!vacího pufru viz kap. 4.2.1,  
str. 24). 
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5.2.2.4 "t#pení GST-zna!ky 3C PreScission proteasou 
Pro odstran&ní GST-zna(ky bylo k izolovanému proteinu p'idáno 300 µl 3C-proteasy 
o koncentraci 20 mg/ml. #t&pení GST-zna(ky probíhalo p'i 4 °C p'ibli%n& 24 hodin. Pr"b&h 
$t&pení byl sledován prost'ednictvím diskontinuální elektroforesy v denatura(ním prost'edí 
viz kap. 5.2.2.6. 
5.2.2.5  Reversní afinitní chromatografie pro odstran#ní GST-zna!ky 
Pro úplné odstran&ní GST-zna(ky ze vzorku, byl proteinov! vzorek odst'ed&n 
centrifugací 5 minut p'i 5000 g na centrifuze Beckman Coulter Allegra X-15R a nanesen na 
ekvilibrovanou kolonu GSTrap 1 ml. Po navázání vzorku na kolonu byl aplikován gradient 
pufru, kter! dosáhl 100 % po 15 minutách. Chromatografick! proces byl provád&n na 
purifika(ním systému ÄKTA purifier 10. Eluované frakce byly automaticky sbírány 
sb&ra(em frakcí po 1,5 ml. V!voj chromatografie byl pozorován prost'ednictvím 
spektrofotometrického profilu m&'eného p'i 254 a 280 nm. Frakce odpovídající p'ítomnosti 
proteinu byly podrobeny elektroforetické anal!ze. 
5.2.2.6 Diskontinuální elektroforesa v denatura!ním prost$edí dodecylsíranu sodného 
(SDS-PAGE) 
Pro anal!zu proteinov!ch vzork" byla aplikována metoda SDS-PAGE, co% je metoda 
vyu%ívána k separaci protein" v polyakrylamidovém gelu na základ& jejich velikosti. Vzorky 
pro elektroforetickou anal!zu byly smíchány s 5& koncentrovan!m vzorkov!m pufrem 
(slo%ení viz kap. 4.2.1 str. 24). Vzorky spole(n& s 2,5 µl standardu (PageRuler) byly 
naneseny na polyakrylamidov! gel p'ipraven! z 4% zaost'ovacího a 15% separa(ního gelu 
(slo%ení viz kap. 4.2.1, str. 24). Elektroforesa probíhala v elektroforetickém pufru (slo%ení 
viz kap. 4.2.1, str. 24) p'ibli%n& 50 minut p'i stálém nap&tí 220 V ve vertikálním uspo'ádání. 
Pro detekci separovan!ch protein" byl polyakrylamidov! gel obarven v roztoku Comassie 
Brilliant Blue (slo%ení viz kap. 4.2.1, str. 24) a následn& odbarven v destilované vod&. 
5.2.2.7 Koncentrování proteinu 
V závislosti na relativní molekulové hmotnosti purifikovan!ch protein" byl protein 
koncentrován na po%adovan! objem centrifugací v koncentrátoru AmiconUltra 30K resp. 
3K na centrifuze Beckman Coulter Allegra X-15R p'i 3500 g. 
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5.2.2.8 Chromatografie zkrácen%ch variant FANCL na iontom#ni!ích 
Vzorek proteinu byl odst'ed&n centrifugací 5 minut p'i 5000 g na centrifuze Beckman 
Coulter Allegra X-15R. Vzorek byl následn& nanesen na ekvilibrovanou kolonu Q HP 5 ml 
(aniontov! iontom&ni(). Slo%ení pufr" je uvedeno v kap 4.2.1, str. 24. Pokud se vzorek 
proteinu nacházel v roztoku s vysokou koncentrací NaCl, byl p'ed ionexovou chromatografií 
odsolen pomocí odsolovací kolony (kolona Desalting 26/10). Po navázání proteinu na 
kolonu byl vzorek eluován  gradientem elu(ního pufru, kter! dosáhl 100 % za 120 minut. 
Elu(ní objem byl sbírán po 1ml frakcích automatick!m sb&ra(em frakcí. Vybrané frakce 
vykazující absorbanci byly analyzovány separací na 15% polyakrylamidovém gelu. 
5.2.2.9 Gelová permea!ní chromatografie protein& 
Vzorek proteinu byl odst'ed&n centrifugací 5 minut p'i 5000 g  na centrifuze Beckman 
Coulter Allegra X-15R. Vzorek byl následn& nanesen na ekvilibrovanou kolonu Superdex 
75 16/600 GL nebo Superdex 200 16/600 GL. Chromatografick! proces byl provád&n na 
purifika(ním systému ÄKTA purifier 10. Eluované frakce byly automaticky sbírány 
sb&ra(em frakcí po 1,5 ml. V!voj chromatografie byl pozorován prost'ednictvím 
spektrofotometrického profilu m&'eného p'i 254 a 280 nm. Frakce odpovídající p'ítomnosti 
proteinu byly podrobeny elektroforetické anal!ze. 
5.2.2.10 "t#pení fúzního proteinu HisSUMO SUMO-proteasou 
Pro ov&'ení, zda-li byl získán FANCLDRWD-RING, bylo 20 µl vzorku získaného gelovou 
permea(ní chromatografií $t&peno 1 µl SUMO-proteasy o koncentraci 3 mg/ml. Sm&s byla 
'ed&na vodou do objemu 40 µl a ponechána 3 hodiny p'i laboratorní teplot&. Pr"b&h $t&pení 
byl elektroforeticky analyzován. 
5.3 Produkce komplexu Ub-UBE2T!C 
Pro p'ípravu komplexu a stanovení optimálních reak(ních podmínek Ub-UBE2T!C 
byla m&'ena absorbance v$ech proteinov!ch komponent reak(ní sm&si (viz Tabulka 15 na 
následující stran&) a pou%itím Lambert-Beerova zákona zji$t&na koncentrace protein". 
Roztoky protein" byly následn& smíchány a p'idáním reak(ního pufru (slo%ení viz kap. 4.2.1, 
str. 24) 'ed&ny na po%adovanou koncentraci. Po vytemperování na laboratorní teplotu byl 
p'idán roztok ATP na kone(nou koncentraci 0,5 mM. Pr"b&h reakce byl elektroforeticky 
analyzován. 
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Tabulka 15: Slo%ky reak(ní sm&si pro tvorbu komplexu Ub-UBE2T!C 
Reagencie Finální koncentrace 
UBA1 0,1 µM 
UBE2T!C 8 µM 
His-Ub 20 µM 
MgCl2 3 mM 
ATP 0,5 mM 
 
UBA1 a His-Ub byl p'ipraven $kolitelem. 
5.3.1 Izolace komplexu Ub-UBE2T!C 
5.3.1.1 Afinitní chelata!ní chromatografie komplexu Ub-UBE2T!C 
Po 6 hodinách mohla b!t reakce, z kap 5.3. na p'edchozí stran&, zastavena p'idáním 
roztoku EDTA na kone(nou 5 mM koncentraci. Nicmén& tento zp"sob terminace by do 
izola(ního procesu zanesl dal$í purifika(ní krok ve form& odstran&ní chelata(ního (inidla 
odsolením reak(ní sm&si, proto byla reakce zastavena $okov!m zmrazením na -80 °C nebo 
byla odst'ed&na centrifugací p'i 5000 g po dobu 5 minut (centrifuga Beckman Coulter 
Allegra X-15R) a nejlépe ihned nanesena na ekvilibrovanou kolonu (HisTrap 1 ml) na 
purifika(ním systému ÄKTA purifier 10 (slo%ení ekvilibra(ního pufru viz kap. 4.2.1,  
str. 24). Po navázání sm&si na kolonu byl pro eluci komplexu aplikován 100% gradient pufru 
s 300 mM imidazolem (slo%ení kap. 4.2.1, str. 24), kter! svého vrcholu dosáhl po  
40 minutách. Elu(ní objem byl sbírán po 1,5ml frakcích automatick!m sb&ra(em frakcí. 
Vybrané frakce vykazující absorbanci byly analyzovány separací na  
15% polyakrylamidovém gelu. 
5.3.1.2 "t#pení histidinové kotvy TEV-proteasou 
Vybrané frakce obsahující komplex Ub-UBE2T!C byly spojeny a histidinová kotva 
p'ítomná na N-konci ubiquitinu byla $t&pena p'idáním 200 µl TEV-proteasy o koncentraci 
4 mg/ml. Enzymatická digesce probíhala p'i 4 °C p'ibli%n& 38 hodin. Pr"b&h $t&pení byl 
sledován prost'ednictvím elektroforetické anal!zy na polyakrylamidovém gelu  
(viz kap.5.2.2.6, str. 34). 
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5.3.1.3 Reversní afinitní chelata!ní chromatografie komplexu Ub-UBE2T!C 
Po $t&pení histidinové kotvy byl roztok proteinového komplexu odst'ed&n 
centrifugací 5 minut p'i 5000 g na centrifuze Beckman Coulter Allegra X-15R. Proteinov! 
komplex byl následn& nanesen na „tandemové“ uspo'ádání prom!vacím pufrem 
ekvilibrované odsolovací kolony (Desalting 26/10) a kolony HisTrap 1 ml (slo%ení 
prom!vacího pufru viz kap. 4.2.1, str. 24). Po pr"toku 31 ml pufru byla odpojena odsolovací 
kolona a na kolonu HisTrap 1 ml byl aplikován 100% gradient pufru s 300 mM imidazolem, 
kter! dosáhl vrcholu po 40 minutách a byly sbírány eluované frakce. Pr"b&h chromatografie 
byl sledován m&'ením absorbance p'i 254 a 280 nm. Frakce vykazující absorbanci na 
spektrofotometrickém profilu byly analyzovány prost'ednictvím elektroforesy. 
5.3.1.4 Gelová permea!ní chromatografie komplexu Ub-UBE2T!C 
Finálním purifika(ním krokem byla gelová permea(ní chromatografie. Proteinov! 
komplex byl koncentrován v koncentrátoru AmiconUltra 3K na objem 1 ml (dle 5.2.2.7, str. 
34), následn& byl proteinov!m komplex analogick!m postupem jako v kap. 5.2.2.9 na str. 
35 nanesen na ekvilibrovanou kolonu Superdex 75 Increase 10/300 GL (slo%ení 
ekvilibra(ního pufru kap. 4.2.1, str. 24) a p'e(i$t&n. Získan! proteinov! komplex byl 
koncentrován a uchováván p'i -80 °C. 
5.4 Interak(ní anal!za FANCL 
Pro studium protein-proteinov!ch interakcí in vitro byla zvolena „Pull-Down“ 
anal!za. 20 µl ekvilibrované Ni-NTA agarosy bylo smícháno v prom!vacím pufru (slo%ení 
viz kap. 4.2.1, str. 24) se zkrácenou variantou FANCL do finální 5 µM koncentrace  
a s UBE2T!C resp. proteinov!m komplexem Ub-UBE2T!C na finální 5 µM koncentraci. 
Po 60 minutách inkubace p'i teplot& 4 °C byla suspenze odst'ed&na centrifugací p'i 15000 g 
na centrifuze Eppendorf Centrifuge 5415 R. Supernatant byl dekantován a agarosa 
resuspendována v prom!vacím pufru. Tento postup byl opakován t'ikrát. Poté byl pelet 
resuspendován ve 40 µl elu(ního pufru (slo%ení kap. 4.2.1, str. 24) a po centrifugaci byla 
eluovaná frakce analyzována pomocí SDS-PAGE. 
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5.5 Monoubiquitinyla(ní reakce FANCD2 a FANCI 
Pro zji$t&ní koncentrace slo%ek reak(ní sm&si byla m&'ena absorbance v$ech slo%ek  
a pomocí Lambertova-Beerova zákona vypo(tena koncentrace protein". Jeliko% 
monoubiquitinylace FANCD2 a FANCI probíhá za p'ítomnosti DNA, byla m&'ena i její 
absorbance a vypo(tena koncentrace. Roztoky protein" byly následn& smíchány a 'ed&ny na 
po%adovanou koncentraci reak(ním pufrem (slo%ení viz kap. 4.2.1, str. 24). Nejd'íve byl 
p'ipraven alikvot, kde byly 'ed&ny FANCD2, FANCI a DNA v pom&ru 1:1:2, této sm&si 
bylo do reak(ní sm&si pipetováno v%dy 15 µl. Finální objem reakce byl v%dy 30 µl. Kone(ná 
koncentrace v$ech slo%ek reak(ní sm&si je uvedená v Tabulce 16. Reakce byla zahájena 
p'idání ATP na finální 1 mM koncentraci a ponechána inkubovat p'i laboratorní teplot&. 
Pr"b&h reakce byl elektroforeticky analyzován. 
 
Tabulka 16: Slo%ky reak(ní sm&si monoubiquitinyla(ní reakce a finální koncentrace reagencií  
ve sm&si 
Reagencie Koncentrace / µM 
UBA1 0,1 
UBE2T 1 
BL100 / FANCLDRWD-RING 0,15 
HisSUMO ubiquitin 20 
FANCD2 1 
FANCI 1 
DNA 2 
MgCl2 4 
ATP 1 
 
Proteiny FANCD2 a FANCI byly získány od kolegyn& Bc. Kate'iny Krej(ové. DNA, 
ubiquitin s vázan!m proteinem SUMO s histidinovou kotvou a proteinov! komplex BL100, 
kter! vykazuje E3-ligasovou aktivitu, byly p'ipraveny $kolitelem. 
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6 V!sledky 
6.1 P'íprava vektor" pro bakteriální expresi zkrácen!ch variant 
FANCL 
Geny pro zkrácené varianty FANCL, FANCLDRWD, FANCLDRWD-RING, FANCLRING  
a vektor pSUMO, byly získány pomocí metody PCR z dostupného templátu za pou%ití 
primer" uveden!ch v kap. 4.2.4, str. 27. Templátová DNA byla získána od Dr. K. J. Patela 
z laborato'e MRC Laboratory of Molecular Biology v Cambridge. Elektroforetická 
pohyblivost produkt" PCR na horizontální agarové elektroforese odpovídala velikosti 
po%adovaného konstruktu (Obrázek 10). Slo%ení reak(ní sm&si a podmínky PCR jsou 
uvedeny v kap. 5.1, str. 28.  
 
 
Obrázek 10: Produkty PCR analyzované na agarosové elektroforese. bp – po(et pár" bází,  
S –standard, 1 – FANCLDRWD-RING, 2 – FANCLDRWD, 3 – FANCLRING, 4 – pSUMO. 
Produkty PCR genu FANCL byly p'e(i$t&ny na silikagelové mikrokolonce a pomocí 
Gibsonova klonování byly produkty PCR vlo%eny do vektoru pSUMO (kap. 5.1.5, str. 30). 
Vektor pSUMO obsahuje histidinovou kotvu (8 x H) a sekvenci pro %-laktamasu, je% 
zaji$*uje resistenci na ampicilin. Získané konstrukty byly transformovány do kompetentních 
bun&k E. coli DH5" a kultivovány na LB agaru. P'ítomnost vlo%ené DNA byla ov&'ena 
sekvenací (kap. 5.1.9, str. 32) izolované plasmidové DNA (kap. 5.1.8, str. 32). 
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6.2 Exprese a purifikace zkrácen!ch variant FANCL 
Exprese domén DRWD, DRWD-RING a RING proteinu FANCL probíhaly v%dy 
stejn!m zp"sobem. Expresní konstrukty (Obrázek 11) byly transformovány do 
kompetentních bun&k E. coli BL21 (DE3) STAR a exprimovány v autoinduk(ním médiu 
(viz kap. 5.2.1, str. 32).  
 
Obrázek 11: Schéma expresních konstrukt" pro FANCLDRWD-RING, FANCLDRWD a FANCLRING  
a molekulové hmotnosti fúzních protein" po expresi. Konstrukty obsahovaly na N-konci 
histidinovou kotvu (His) a fúzní protein SUMO (SUMO), (ernou $ipkou je ozna(eno $t&pné místo 
pro SUMO-proteasu.  
Proteiny byly izolovány pomocí afinitní chelata(ní chromatografie na Ni-NTA 
agarose (kap. 5.2.2.2, str. 33) (viz Obrázek 12). Jeliko% velké mno%ství proteinu z"stávalo 
v nerozpustné form& v pelet&, byl p'i purifikaci FANCLRING ke zv!$ení jeho rozpustnosti 
pou%it detergent – NP-40 (viz Obrázek 12 vlevo).  
 
Obrázek 12: Elektroforeogram afinitní chelata(ní chromatografie FANCLRING (vlevo)  
a FANCLDRWD-RING (vpravo) na 15% gelu z SDS-PAGE. kDa – jednotka molekulové hmotnosti,  
S – standard, 1 – lyzát, 2 – peleta 3 – supernatant, 4 – nenavázaná frakce, (5-9) – eluované frakce. 
Dále byly proteiny p'e(i$t&ny pomocí gelové permea(ní chromatografie (kolona 
Superdex 75 16/600) (viz Obrázek 13 na následující stran&). Jako reprezentativní v!stup jsou 
dále znázorn&ny v!sledky pouze pro variantu FANCLDRWD-RING.  
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Obrázek 13: Elu(ní profil (vlevo) a elektroforetická kontrola frakcí získan!ch gelovou permea(ní 
chromatografií FANCLDRWD-RING (vpravo). kDa – jednotka molekulové hmotnosti, S – standard,  
L – vzorek nanesen! na kolonu. 
Následn& byl vzorek proteinu p'e(i$t&n pomocí chromatografie na iontom&ni(ích na kolon& 
Q HP (kap. 5.2.2.8, str. 35) (viz Obrázek 14). 
 
Obrázek 14: Elu(ní profil (naho'e) a elektroforetická kontrola frakcí (vpravo) 
získan!ch chromatografií na iontom&ni(ích proteinu FANCLDRWD-RING. Pro separaci byla pou%ita 
kolona Q HP. kDa – jednotka molekulové hmotnosti, S – standard, L –vzorek nanesen! na kolonu. 
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A na záv&r byl pomocí gelové permea(ní chromatografie (kolona Superdex 200 16/600) 
získán (ist! protein viz Obrázek 15. 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 15: Elu(ní profil (naho'e) a elektroforetická kontrola frakcí (dole) získan!ch gelovou 
permea(ní chromatografií proteinu FANCLDRWD-RING. kDa – jednotka molekulové hmotnosti,  
S – standard, L – vzorek nanesen! na kolonu. 
 Pro ov&'ení, %e se jedná o FANCLDRWD-RING s vázan!m proteinem HisSUMO, byl 
vzorek získaného proteinu $t&pen p'idáním 1 µl SUMO-proteasy o koncentraci 3 mg/ml (viz 
kap. 5.2.2.10, str. 35). #t&pení probíhalo 3 hodiny p'i pokojové teplot&. Pr"b&h $t&pení byl 
analyzován pomocí SDS-PAGE (viz Obrázek 16). 
 
 
 
 
 
Obrázek 16: 15% gel z SDS-PAGE znázor)ující $t&pení fúzního proteinu HisSUMO pomocí  
SUMO-proteasy. kDa – jednotka molekulové hmotnosti, S – standard, 1 – SUMO-proteasa,  
2 –vzorek proteinu p'ed $t&pením, 3 – vzorek proteinu po $t&pení. 
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6.3 P'íprava vektoru pro bakteriální expresi mutantních forem 
UBE2T!C 
Expresní konstrukt pro UBE2T!C byl v na$í laborato'i ji% p'ipraven d'íve. Metodou 
mutagenesní PCR (kap. 5.1.2, str. 29) byl p'ipraveny 3 mutantní formy UBE2T!C; K91A; 
K91R,P93G,P94G a E54R,K91R,P93G,P94G. Pomocí specificky navr%en!ch primer" 
nesoucích danou mutaci ve své sekvenci a amplifikaci celého vektoru byly získány 
linearizované vektory s po%adovanou mutací. Mutace E54R byla do konstruktu vlo%ena 
provedením dal$í reakcí PCR. Elektroforetická pohyblivost produkt" PCR odpovídá 
o(ekávané velikosti plasmidu (viz Obrázek 17). Získané linearizované plasmidy byly 
spojeny dle kap. 5.1.5, str. 30.  
 
 
Obrázek 17: Agarosová elektroforesa produkt" PCR mutantních forem UBE2T!C. bp – po(et pár" 
bází; S – standard; 1 – mutace K91A; 2 – mutace P93G,P94G; 3 – mutace K91R,P93G,P94G;  
4 – mutace E54R,K91R,P93G,P94G. 
6.4 Exprese a purifikace UBE2T!C a jeho mutantních variant 
Expresní konstrukt s genem pro UBE2T!C resp. s mutantním genem pro UBE2T!C 
byl transformován do kompetentních bun&k E. coli BL21 (DE3) NiCo. Po expresi 
v autoinduk(ním médiu byl protein izolován pomocí GST-afinitní chromatografie, následn& 
3C-proteasou byla od$t&pena GST-zna(ka. Následn& byly proteiny koncentrovány a poté 
byly purifikovány pomocí gelové permea(ní chromatografie (kolona Superdex 75 16/600)  
a reversní GST-afinitní chromatografie (kap. 5.2, str. 32). Pro názornost je zde uvedena 
pouze purifikace mutantní formy UBE2T!C E54R,K91R,P93G,P94G (viz Obrázek 18  
a Obrázek 19 na následující stran& a Obrázek 20 na str. 45). 
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Obrázek 18: Purifikace mutantu UBE2T!C afinitní chromatografií pomocí fúzní GST-zna(ky  
a $t&pení GST. kDa – jednotka molekulové hmotnosti, S – standard, 1 – peleta 2 – supernatant,  
3 – nenavázaná frakce, (4-6) – eluované frakce, 7 – vzorek proteinu p'ed $t&pením a 8 – po $t&pení 
3C-proteasou. -ernou $ipkou je ozna(en mutant UBE2T!C. 
 
Obrázek 19: Elu(ní profil (naho'e) a elektroforetická kontrola frakcí získan!ch gelovou permea(ní 
chromatografií mutantu UBE2T!C (dole). kDa – jednotka molekulové hmotnosti, S – standard,  
L – vzorek nanesen! na kolonu. 
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Obrázek 20: Elu(ní profil (vlevo) a elektroforetická kontrola frakcí získan!ch reversní GST-afinitní 
chromatografií (vpravo). kDa – jednotka molekulové hmotnosti, S – standard, L – vzorek nanesen! 
na kolonu, B – elu(ní pufr.  
6.5 Optimalizace produkce a izolace komplexu Ub-UBE2T!C 
Pro zisk co nejv&t$ího mno%ství proteinového komplexu Ub-UBE2T!C bylo t'eba 
optimalizovat podmínky reakce. Reakce probíhaly analogicky jako v kap. 5.3 na str. 35.  
Pro optimalizaci byla nejd'íve pou%ita forma UBE2T bez delece 18 aminokyselin na  
C-konci. Tento protein byl p'ipraven v (isté form& analogicky jako UBE2T!C. V této 
kapitole je uvedena optimalizace koncentrace UBA1 (Obrázek 21) a UBE2T (Obrázek 22, 
str. 46), pH reak(ního pufru (Obrázek 23, str. 46) a pou%ití variant UBE2T a ubiquitinu 
(Obrázek 23, str. 47) 
 
Obrázek 21: Optimalizace koncentrace UBA1. Reakce probíhala 1 h ((ern&) resp. 2 h ((erven&). 
Koncentrace ostatních reak(ních slo%ek byly nem&nné a to 4 µM UBE2T, 40 µM Ub, 2,5 mM MgCl2 
a 1 mM ATP. Elektroforeogram byl následn& denzitometricky vyhodnocen v programu ImageQuant 
TL (graf vlevo). kDa – jednotka molekulové hmotnosti, S – standard, K – kontrolní vzorek bez ATP. 
P'i pou%ití r"zné koncentrace UBA1 (Obrázek 21) lze dle velikosti prou%k" 
vytvo'eného proteinového komplexu vid&t jeho nem&nné mno%ství se vzr"stající 
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koncentrací UBA1. V rozsahu testovan!ch podmínek je tvorba komplexu Ub-UBE2T 
nezávislá na koncentraci UBA1, ale jeho p'ítomnost je nutná pro ATP-dependentní aktivaci 
ubiquitinu (viz kap. 2.4.2.2, str. 14). 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 22: Optimalizace koncentrace UBE2T. Reakce probíhala po dobu 1 hodiny. Koncentrace 
ostatních slo%ek z"staly nem&nné, a to 0,1 µM UBA1, 30 µM Ub, 2,5 mM MgCl2 a 1 mM ATP.  
kDa – jednotka molekulové hmotnosti, S – standard, K –kontrolní vzorek reakce bez p'idání ATP. 
Elektroforeogram byl denzitometricky analyzován pomocí ImageQuant TL. V!stup byl zpracován 
do grafu (vlevo). 
Se vzr"stající koncentrací UBE2T mírn& vzr"stá mno%ství proteinového komplexu 
(viz Obrázek 22). Nejvhodn&j$í koncentrace UBE2T dle velikosti prou%k" vzniklého 
komplexu je 4 nebo 8 µM, p'i této koncentraci nedochází ke sní%ení produkce cíleného 
komplexu. Následn& byl testován vliv pH na tvorbu proteinového komplexu 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 23: Optimalizace pH reak(ního pufru. Hodnota pH byla modifikována u%itím 20 mM Tris 
v reak(ním pufru s r"znou hodnotou pH. Koncentrace reak(ních slo%ek byly 0,1 µM UBA1,  
8 µM UBE2T, 40 µM Ub, 2,5 mM MgCl2, 1 mM ATP. -ern& ozna(ené dráhy jsou v!sledky reakcí 
po hodinové inkubaci, (erven& ozna(ené dráhy jsou v!sledky po dvouhodinové inkubaci.  
kDa – jednotka molekulové hmotnosti, S – standard, K – kontrolní vzorek reakce bez p'ídání ATP. 
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Z Obrázku 23 na p'edchozí stran& je patrn! v!znamn! vliv pH na tvorbu komplexu. 
V bazickém prost'edí dochází k tém&' naprosté konverzi UBE2T na ubiquitinylovanou 
formu. Jako optimální pH reak(ního pufru bylo zvoleno pH= 8,0.  
Obdobn!m zp"sobem byla testována r"zná koncentrace ubiquitinu a koncentrace soli 
v reak(ním pufru (není sou(ástí v!sledk"). Pro snadn&j$í purifikaci proteinového komplexu 
byl dále testován ubiquitin s histidinovou kotvou a UBE2T s delecí na C-konci – UBE2T!C 
(viz Obrázek 24). 
 
 
 
Obrázek 24: Elektroforeogram reakcí z optimalizace ubiquitinylace UBE2T na 15% gelu  
z SDS-PAGE. Reakce probíhaly 2 hodiny p'i pokojové teplot&. Koncentrace reak(ních slo%ek byly 
0,1 µM UBA1, 8 µM UBE2T!C resp. UBE2T, 20 µM Ub resp. HisUb, 3 mM MgCl2, 0,5 mM ATP. 
Modr!mi $ipkami jsou ozna(eny finální modifika(ní produkty UBE2T nebo UBE2T!C.  
kDa – jednotka molekulové hmotnosti, S – standard, K – kontrolní vzorek bez p'idání ATP. 
 Nejv!hodn&j$í z hlediska snadné purifikace se ukázalo pou%ití ubiquitinu 
s histidinovou kotvou a UBE2T s delecí 18 aminokyselin na C-konci (viz Obrázek 24).  
P'i pou%ití této varianty nedocházelo k tvorb& dal$ích produkt". Tato kombinace byla  
i následn& pou%ita k makroprodukci proteinového komplexu za ú(elem dal$ích 
biochemick!ch experiment" a pozd&j$í proteinové krystalografie. P'i spln&ní optimálních 
podmínek byla optimalizována tvorba komplexu v (asové závislosti. Pr"b&h tvorby 
komplexu je znázorn&n na Obrázku 25 na následující stran&. 
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Obrázek 25: -asová závislost tvorby proteinového komplexu HisUb-UBE2T!C  na 15% gelu z SDS-
PAGE. Reakce probíhala celkem 6 hodin p'i laboratorní teplot&. Finální koncentrace reak(ní slo%ek 
byly 0,1 µM UBA1, 8 µM UBE2T!C, 20 µM HisUb, 3 mM MgCl2, 0,5 mM ATP. Elektroforeogram 
(vlevo) byl denzitometricky vyhodnocen pomocí programu ImageQuant TL  
a v!sledek graficky znázorn&n (vpravo). kDa – jednotka molekulové hmotnosti, S – standard,  
K – kontrolní vzorek bez p'idání ATP. 
Reak(ní sm&s byla po 6 hodinách nanesena na ekvilibrovanou kolonu (HisTrap 1 ml) 
pro zachycení proteinového komplexu dle kap. 5.3.1.1, str. 36. Pr"b&h afinitní chelata(ní 
chromatografie byl sledován spektrofotometricky a frakce vykazující vy$$í absorbanci byly 
analyzovány pomocí SDS-PAGE na 15% polyakrylamidovém gelu (viz Obrázek 26). 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 26: Elu(ní profil (vlevo) a elektroforetická kontrola frakcí získan!ch afinitní chelata(ní 
chromatografií komplexu HisUb-UBE2T!C (vpravo). kDa – jednotka molekulové hmotnosti,  
S – standard, L – vzorek nanesen! na kolonu, B – elu(ní pufr. 
 Frakce obsahující proteinov! komplex byly spojeny a histidinová kotva byla $t&pena 
pomocí proteasy TEV dle kap.5.3.1.2, str. 36. #t&pení probíhalo p'ibli%n& 38 hodin a jeho 
pr"b&h byl analyzován pomocí SDS-PAGE (viz Obrázek 27 na následující stran&). 
"
#"
$"
%"
&"
'""
" # $ % &
U
b-
U
B
E2
T/
C
 (%
)
-as (h)
Tvorba proteinového komplexu v (ase
kDa       S      L    X1     A8    B12  B11 B10    B8     B7     B6 
250 
130 
100 
70 
55 
35 
25 
15 
10 
kDa     S        K      1h      2h      3h      4h       5h     6h 
UBA1 
HisUb-UBE2T!C 
HisUb 
UBE2T!C 
250 
130 
70 
55 
40 
35 
25 
15 
10 
100 
Elu(ní objem (ml) 
K
on
ce
nt
ra
ce
 (%
B
) 
A
bs
or
ba
nc
e 
(m
A
u)
 
 49 
 
Obrázek 27: 15% gel z SDS-PAGE znázor)ující $t&pení histidinové kotvy pomocí proteasy TEV. 
kDa – jednotka molekulové hmotnosti, S – standard 1 – p'ed $t&pením, 2 – po $t&pení. -ernou $ipkou 
je ozna(en proteinov! komplex Ub-UBE2T!C. 
Po od$t&pení histidinové kotvy byl proteinov! komplex Ub-UBE2T!C nanesen na 
ekvilibrovanou odsolovací kolonu napojenou na histidinovou kolonu (viz Obrázek 28) dle 
kap. 5.3.1.3, str. 37.  
 
Obrázek 28: Elu(ní profil (vlevo) a elektroforetická kontrola frakcí (vpravo) získan!ch reversní 
afinitní chelata(ní chromatografií komplexu Ub-UBE2T!C. kDa – jednotka molekulové hmotnosti, 
S – standard, L – vzorek nanesen! na kolonu, B – elu(ní pufr. 
Jednotlivé frakce obsahující proteinov! komplex Ub-UBE2T!C byly spojeny, 
koncentrovány na 1 ml a p'e(i$t&ny pomocí gelové permea(ní chromatografie (viz kap. 
5.2.2.9, str. 37). Chromatogram frakcí získan!ch gelovou permea(ní chromatografií je 
znázorn&n na Obrázku 29 na následující stran&. Získaná (istá proteinová frakce byla 
koncentrována a následn& uchována pro dal$í anal!zy p'i -80 °C. 
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Obrázek 29: Eluční profil (vpravo) a elektroforetická kontrola (vlevo) frakcí získaných gelovou 
permeační chromatografií Ub-UBE2T∆C na 15% gelu z SDS-PAGE. S – standard, L – vzorek 
nanesený na kolonu 
6.6 Monoubiquitinylační reakce FANCD2 a FANCI 
Pomocí monoubiquitinylační reakce, která byla provedena dle kap. 5.5, str. 38, byla 
zjištěna aktivita získaných zkrácených variant FANCL (Obrázek 30) a aktivita proteinového 
komplexu Ub-UBE2T∆C (Obrázek 31 na následující straně). Jako pozitivní kontrola byl 
zvolen proteinový komplex FANCB, FANCL a FAAP100 (BL100). 
 
Obrázek 30: Elektroforeogram monoubiquitinylační reakce na 7% gelu z SDS-PAGE. Reakce 
probíhaly 3 h při laboratorní teplotě. Finální koncentrace reakčních složek byly: 1 µM FANCD2  
a FANCI; 2 µM DNA; 0,1 µM UBA1; 0,15 µM BL100 resp. FANCLDRWD-RING resp. FANCLDRWD 
resp. FANCLRING; 1 µM UBE2T; 20 µM HisSUMO-Ub; 4 mM MgCl2; 1 mM ATP. Reakce se lišily 
v použití zkrácené varianty FANCL. S – standard, K – kontrolní vzorek bez přidání ATP a UBA1,  
1 – BL100, 2 – FANCLDRWD-RING, 3 – FANCLRING, 4 – FANCLDRWD 
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Dle Obrázku 30 uvedeném na p'edchozí stran& je vid&t, %e zkrácená varianta 
FANCL, která neobsahuje doménu ELF ale pouze doménu DRWD a RING, má dostate(nou 
resp. obdobnou ligasovou aktivitu jako BL100 v rámci monoubiquitinylace FANCD2  
a FANCI in vitro. Naopak v p'ítomnosti FANCLRING resp. FANCLDRWD dochází k hor$í, ale 
stále detekovatelné ubiquitinylaci.  
 
Obrázek 31: Elektroforeogram monoubiquitinyla(ní reakce na 7% gelu z SDS-PAGE. 
Monoubiquitinyla(ní reakce probíhaly 24 hodin. Finální koncentrace reak(ních slo%ek byly:  
1 µM FANCD2 a FANCI; 2 µM DNA; 0,1 µM UBA1; 0,15 µM FANCLDRWD-RING resp. BL100;  
1 µM UBE2T!C resp. UBE2T resp. Ub-UBE2T!C, 20 µM HisSUMO-Ub nebo 20 µM HisUb (byl 
pou%it pouze v reakci v dráze 1), 4 mM MgCl2; 1 mM ATP. kDa – jednotka molekulové hmotnosti, 
S – standard, K – kontrolní vzorek reakce bez p'idání ATP a UBA1. 
Cílem experimentu, jeho% elektroforeogram je uveden na Obrázku 31, bylo zjistit, 
zda-li je proteinov! komplex Ub-UBE2T!C aktivní. Pro potvrzení aktivity by byl o(ekáván 
prou%ek odpovídající velikosti HisUb-FANCD2/I. Reakce s proteinov!m komplexem 
probíhala bez p'ítomnosti UBA1, volného ubiquitinu a UBE2T. Je z'ejmé, %e získan! 
proteinov! komplex Ub-UBE2T!C není aktivní ve smyslu monoubiquitinylace FANCD2  
a FANCI. Otázkou rovn&% bylo, jestli by do$lo k p'enosu ubiquitinu, pokud by nebyla 
p'ítomna doména ELF FANCL, která je zodpov&dná, za vazbu ubiquitinu a mohla by 
up'ednost)ovat interakci s voln!m ubiquitinem oproti vázanému. Proto byl v experimentu 
pou%it FANCLDRWD-RING. K monoubiquitinylaci nedo$lo ani v tomto p'ípad&. V!sledek 
tohoto experimentu nazna(uje, %e ubiquitin není vázán v aktivním míst& enzymu 
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.Z elektroforeogramu je mo%né vid&t, %e monoubiquitinylace za p'ítomnosti UBE2T!C není 
tolik efektivní jako s UBE2T, nicmén& je dosta(ující. 
K ov&'ení vazebného místa ubiquitinu byl odeslán vzorek Ub-UBE2T!C  
o koncentraci 2 mg/ml k anal!ze pomocí hmotnostní spektrometrie do laborato'e  
doc. RNDr. Josefa Cva(ky, Ph.D, kde byl $t&pen trypsinem. Ten $t&pí specificky peptidové 
vazby vycházející z karboxylové skupiny bazick!ch aminokyselin argininu a lysinu. 
Následn& byl komplex analyzován pomocí hmotnostní spektrometrie, která byla provedena 
metodou ESI (z angl. electrospray ionization).  
  
 
Obrázek 32: Data získaná z hmotnostní spektrometrie. Proteinov! komplex byl $t&pen trypsinem  
a analyzován pomocí hmotnostní spektrometrie metodou ESI. Na v!stupních datech z hmotnostní 
spektrometrie je vid&t v!sledné pokrytí sekvence – zelen& (sekvence je slo%ena ze sekvence pro 
ubiquitin a UBE2T!C), které bylo metodou rozpoznáno spole(n& s modifikacemi na dan!ch 
aminokyselinov!ch zbytcích. Modifikace G a L ozna(uje místo sekvence, na kterém do$lo 
k ubiquitinylaci. Modifikace C je vnesená modifikace pro brán&ní oxidace cysteinu k poskytnutí 
maximálního p'ístupu $t&pn!m míst"m pro trypsin [53]. 
Anal!za pomocí hmotnostní spektrometrie prokázala, %e ubiquitin je vázán na 
UBE2T!C na K91 (viz Obrázek 32), kter! je velmi blízko aktivnímu vazebnému místu C86.  
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6.7 Ov&'ení interakce FANCLDRWD-RING s Ub-UBE2T!C 
Jeliko% u%itím proteinového komplexu Ub-UBE2T!C nedo$lo k monoubiquitinylaci 
FANCD2 a FANCI (Obrázek 31, str. 51). Otázkou bylo, zda-li stále interaguje s E3-ligasou 
FANCL, konkrétn& s FANCLDRWD-RING, kter! se ukázal jako minimální modul nesoucí 
ubiquitin-ligasovou aktivitu (viz Obrázek 30, str. 50). Pro anal!zu protein-proteinové 
interakce byla zvolena metoda „pull-down“ (kap. 5.4, str. 37). Reak(ní sm&s obsahovala 
v%dy FANCLDRWD-RING s histidinovou kotvou a UBE2T!C resp. Ub-UBE2T!C, je% byly 
'ed&ny na po%adovanou koncentraci reak(ním pufrem. Pro vylou(ení nespecifické vazby byl 
na nosi( jako negativní kontrola nanesen vzorek UBE2T!C resp. Ub-UBE2T!C bez 
FANCLDRWD-RING s histidinovou kotvou. V!sledky byly analyzovány pomocí SDS-PAGE. 
 
Obrázek 33: Elektroforeogram "pull-down" anal!zy na 15% gelu z SDS-PAGE. Koncentrace v$ech 
slo%ek byla 5 µM. kDa – jednotka molekulové hmotnosti, S – standard, K – vzorek FANCLDRWD-
RING, Ub-UBE2T!C a UBE2T!C, 1 – nenavázaná resp. 2 – eluovaná frakce FANCLDRWD-RING  
a UBE2T!C, 3 – nenavázaná resp. 4 – eluovaná frakce FANCLDRWD-RING a Ub-UBE2T!C,  
5 – nenavázaná resp. 6 – eluovaná frakce UBE2T!C, 7 – nenavázaná resp. 8 – eluovaná frakce  
Ub-UBE2T!C. 
Z Obrázku 33 je patrné, %e UBE2T!C a proteinov! komplex Ub-UBE2T!C 
interagují s FANCLDRWD-RING. Dle anal!zy negativních kontrolních vzork" se proteinov! 
komplex a samotné UBE2T!C sice nespecificky vá%ou na chromatografick! nosi(, ale 
pouze ve velmi malém mno%ství. 
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6.8 Monoubiquitinyla(ní reakce FANCD2/FANCI s mutantními 
formami UBE2T!C 
Prost'ednictvím monoubiquitinyla(ní reakci byla zji$t&na aktivita mutantních forem 
UBE2T!C v porovnání s UBE2T!C bez bodov!ch mutací, bez a s p'ítomností DNA. 
Reakce byly provedeny stejn!m zp"sobem popsan!m v kap. 5.5 na str. 38, rovn&% finální 
koncentrace reagencií byly stejné. Jako E3-ligasa byl pou%it FANCLDRWD-RING. V reakcích, 
je% m&ly probíhat bez DNA, byl objem DNA nahrazen reak(ním pufrem. Reakce probíhaly 
1 hodinu p'i laboratorní teplot&. V!sledn! elektroforeogram je znázorn&n na Obrázku 34. 
 
 
 
 
Obrázek 34: Elektroforeogram monoubiquitinyla(ní reakce na 7% gelu z SDS-PAGE. 
Monoubiquitinyla(ní reakce probíhaly 1 hodinu. Finální koncentrace reak(ních slo%ek byly:  
1 µM FANCD2 a FANCI, 2 µM DNA, 0,1 µM UBA1, 0,15 µM FANCLDRWD-RING, 1 µM UBE2T!C 
resp. mutantní UBE2T!C, 20 µM HisSUMO-Ub, 4 mM MgCl2 a 1 mM ATP. kDa – jednotka 
molekulové hmotnosti, S – standard, K – kontrolní vzorek bez p'idání ATP a UBA1.  
Z elektroforeogramu je patrné, %e mutantní forma UBE2T!C E54R, K91R, P93G, 
P94G je schopna mnohem ú(inn&ji monoubiquitinylovat FANCD2 a FANCI v p'ítomnosti 
DNA ne% UBE2T!C nebo UBE2T!C K91R, P93G, P94G. Rovn&% tato mutantní varianta 
jediná efektivn& p'edává ubiquitin na FANCD2 a FANCI bez p'ítomnosti DNA. P"sobením 
UBE2T!C K91A nedo$lo k monoubiquitinylaci FANCD2 a FANCI 
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7 Diskuze 
 Cílem této diplomové práce bylo p'ipravit a charakterizovat komponenty pro 
strukturní studie mechanism" ubiquitinylace FANCD2. 
 Obecn& p'i purifikaci FANCLDRWD-RING, FANCLDRWD a FANCLRING bylo velké 
mno%ství proteinu uv&zn&no v nerozpustné podob& v pelet& po l!zy bun&k, nicmén& se 
poda'ilo p'ipravit tyto proteiny v dostate(ném mno%ství. V t&chto variantách FANCL 
nejspí$e dochází k odhalení hydrofobních míst proteinu a rozpustnost se sni%uje. Z literatury 
a na$ich vlastních zku$eností je známo, %e purifikace sav(í formy nezkráceného FANCL je 
velmi obtí%ná [41]. Pro zv!$ení rozpustnosti proteinu by bylo vhodné p'idání detergentu, 
kter! by interagoval a „maskoval“ odhalená hydrofobní místa. Aplikace detergentu NP-40 
byla vyu%ita pro purifikaci FANCLRING, kde byl v!t&%ek proteinu z bakteriálního lyzátu 
mnohonásobn& zv!$en. P'i purifikaci FANCLDRWD-RING s vázan!m HisSUMO fúzním 
proteinem pomocí chromatografie na iontom&ni(ích (Obrázek 14, str. 41) do$lo nejspí$e ke 
kontaminaci vzorku proteasou, jeliko% se tvo'il degrada(ní produkt, kter! velikostn& 
odpovídal FANCLDRWD-RING (29,9 kDa) bez navázaného HisSUMO a volnému proteinu 
HisSUMO (12,7 kDa). Patrn& dochází k dimerizaci FANCL na gelové filtraci, nebo* nebylo 
mo%né odd&lit FANCLDRWD-RING bez HisSUMO  od HisSUMO-FANCLDRWD-RING (Obrázek 
15, str. 42). Z povahy dal$ích proveden!ch anal!z nebyla jeho p'ítomnost dále relevantní. 
P'i optimalizaci p'ípravy komplexu Ub-UBE2T docházelo v n&kter!ch reakcích 
k tvorb& dal$ích produkt", které neodpovídaly monoubiquitinylovanému UBE2T (Obrázek 
21, str. 45 a Obrázek 23, str. 46). Z aminokyselinové sekvence je patrné, %e na C-konci 
UBE2T, kter! byl zkrácen, je p&t dal$ích lysin", z nich% na t'ech byla potvrzena mo%nost 
vazby ubiquitinu [35]. V!sledky této práce p'ímo nazna(ují, %e se jedná  
o polyubiquitinylovan! UBE2T, jeliko% ve srovnání s ubiquitinylací UBE2T!C takovéto 
produkty nevznikají. Zajímavá se zdá i skute(nost, %e se zv!$ením pH dochází k v&t$í tvorb& 
t&chto nespecifick!ch produkt" a rovn&% k v&t$í tvorb& monoubiquitinylovaného UBE2T 
(Obrázek 23, str. 46). Lysin pat'í mezi bazické aminokyseliny a protonace a deprotonace 
jeho postranního 'et&zce je závislá na pH a takté% na zm&nách v jeho mikrookolí. V bazickém 
pH dochází nejspí$e ke zm&nám v podmínkách tvorby isopeptidové vazby mezi 
karboxyskupinou glycinu na C-konci ubiquitinu a #-aminoskupinou lysinu. Nicmén& pro 
ur(ení, zda-li se doopravdy jedná o polyubiquitinylovanou formu UBE2T, by bylo t'eba tyto 
produkty analyzovat prost'ednictvím hmotnostní spektrometrie. 
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Dle literatury je známo, %e v p'ítomnosti E3-ligasy je up'ednost)ována vazba 
ubiquitinu na aktivní místo C86, naopak bez p'ítomnosti FANCL dochází k auto-
ubiquitinylaci na K91 a takté% na dal$ích lysinech na C-terminálním konci. UBE2T!C, kter! 
je auto-monoubiquitinylován na K91, je deaktivován [35]. V této práci bylo potvrzeno, %e 
auto-monoubiquitinylovan! UBE2T!C na K91 není aktivním donorem ubiquitinu (Obrázek 
31, str. 51) p'i monoubiquitinylaci FANCD2 a FANCI. Jeho aktivita nebyla obnovena ani 
p'i p'idání UBA1, volného ubiquitinu nebo UBE2T a tedy k p'enosu ubiquitinu nedo$lo  
i p'esto, %e katalytick! cystein byl voln! (není sou(ástí v!sledk"). UBE2T je auto-
ubiquitinylován na K91 i v bu)kách [35]. Je mo%né, %e dochází k brán&ní vazby dal$í 
molekuly ubiquitinu a tím i jeho mimovolnému p'enosu tímto enzymem a modifikaci jin!ch 
protein". Tato práce rovn&% nazna(uje, %e auto-monoubiquitinylovan! UBE2T také nejspí$e 
kompletuje s voln!m UBE2T a reguluje mno%ství p'eneseného ubiquitinu na substrát. 
UBE2T by se tak mohl chovat jako kovalentn& modulovan! enzym. Pro up'esn&ní této 
regula(ní aktivity auto-ubiquitinylovaného UBE2T!C by bylo t'eba provést titraci UBE2T 
ke komplexu Ub-UBE2T!C v rámci monoubiquitinyla(ní reakce FANCD2 a FANCI a dal$í 
biologické experimenty. 
Získání komplexu UBE2T!C s navázan!m ubiquitinem na K91 je velmi v!hodné, 
proto%e thioesterová vazba, je% by vznikla mezi thiolovou skupinou cysteinu na UBE2T!C 
(C86) a karboxyskupinou ubiquitinu (G76), je obecn& velmi energeticky bohatá a snadno 
podléhá hydrol!ze [54]. Vazbou ubiquitinu na +-aminoskupinu K91 byl naopak získán 
stabilní komplex. Pro názornost byl prost'ednictvím programu PyMOL vytvo'en strukturní 
model proteinového komplexu (viz Obrázek 35 na následující stran&). 
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Obrázek 35: Strukturní model UBE2T!C s ubiquitinem. UBE2T!C (r"%ov&), ubiquitin (mod'e) 
s vyzna(en!mi vazebn!mi místy, C-terminální G76 ubiquitinu, aktivní vazebné místo pro ubiquitin 
C86 a auto-ubiquitinyla(ní místo K91 na UBE2T!C. Vytvo'eno v programu PyMOL. Identifika(ní 
PDB kódy: 1ubi, 5ojj.  
Ze strukturního modelu je zjevná proximita dvou vazebn!ch míst pro ubiquitin, K91 
a C86, na UBE2T!C. Vazebné místo na K91 je vzdáleno pouze 3,7 Å od aktivního místa, je 
v$ak mo%né, %e vazbou ubiquitinu na K91 dochází ke strukturním zm&nám proteinu 
UBE2T!C. Nicmén& „pull-down“ anal!zou bylo potvrzeno, %e a(koliv je tento komplex 
neaktivní, stále interaguje s FANCLDRWD-RING (Obrázek 33, str. 53). Získání krystalové 
struktury s produktem této práce by m&lo odhalit interak(ní místa proteinového komplexu 
Ub-UBE2T!C s FANCLDRWD-RING a takté% potenciální konforma(ní zm&ny, kter!mi by 
mohl proteinov! komplex podléhat a zamezit tak jeho aktivit&. Rovn&% dal$í strukturní studie 
s FANCD2 a FANCI m"%e p'isp&t k odhalení reak(ního mechanismu díky proximit& C86  
G76 
C86 K91 
3,7 Å 
 58 
a K91, a to pokud by p'í(inou brán&ní p'enosu ubiquitinu byla pouze stabilní isopeptidová 
vazba mezi C-terminálním glycinem ubiquitinu a K91 enzymu UBE2T!C. Dále  s vyu%itím 
poznatk" a reagencií z této práce m"%eme vytvo'it minimální ubiquitinylovan! komplex pro 
získání komplexn&j$í interak(ní anal!zy ubiquitinu s jeho dal$ími vazebn!mi partnery ve 
FA-opravné dráze pomocí krystalografie a kryo-elektronové mikroskopie vedoucí 
k detailnímu popisu iniciace opravy ICL. 
V dal$í (ásti této práce byly úsp&$n& p'ipraveny mutantní formy UBE2T!C, jejich% 
aktivita byla testována prost'ednictvím monoubiquitinyla(ní reakce FANCD2 a FANCI 
(Obrázek 34, str. 54). Mutant UBE2T!C K91A nebyl schopen monoubiquitinylace, tento 
v!sledek nazna(uje d"le%itost v zachování náboje v blízkosti aktivního místa tohoto enzymu. 
Rovn&% bylo potvrzeno, %e aktivita mutantu UBE2T!C E54,P93G,P94G i s mutací na K91R 
je vysoká b&hem monoubiquitinylace FANCD2 a FANCI v a bez p'ítomnosti DNA, p'i(em% 
p'ítomnost DNA je p'i monoubiquitinylaci FANCD2  za u%ití nemutantního UBE2T 
podstatná. V porovnání s mutantní variantou UBE2T!C K91R,P93G,P94G je nutno 
podotknout, %e mutace E54R se zdá zásadní z hlediska vazby DNA. A( nebylo potvrzeno, 
%e UBE2T interaguje s DNA, zm&na náboje v tomto mikrookolí má viditelné d"sledky [37]. 
Je ale také mo%né, %e dochází k strukturní reorganizaci, která mimikuje p'ítomnost DNA. 
Pro získání souhrnn&j$í strukturní informace bude mutant UBE2T!C 
E54R,K91R,P93G,P94G vyu%it v budoucí strukturní anal!ze v komplexu s FANCD2, 
FANCI a FANCL. 
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8 Záv&r 
Cílem této práce bylo p'ipravit a izolovat proteinov! komplex Ub-UBE2T, ov&'it jeho 
aktivitu a charakterizovat jeho interakcí s aktivní formou FANCL. Z tohoto d"vodu bylo 
t'eba p'ipravit i zkrácené varianty FANCL a ov&'it jejich aktivitu. Sou(ástí této práce byla  
i p'íprava mutantních variant UBE2T. Cílem byla rovn&% p'íprava t&chto protein" za ú(elem 
strukturních studií a zji$t&ní role v monoubiquitinylaci FANCD2. 
• Byly p'ipraveny expresní vektory pro bakteriální expresi zkrácen!ch variant FANCL, 
FANCLDRWD, FANCLRING, FANCLDRWD-RING a t'ech mutantních forem UBE2T – 
UBE2T!C K91A; K91R,P93G,P94G a E54R,K91R,P93G,P94G. 
• V!$e zmín&né proteiny, UBE2T a UBE2T!C byly exprimovány v kompetentních 
bu)kách E. coli a úsp&$n& izolovány. 
• Prost'ednictvím monoubiqutinyla(ní reakce byla testována aktivita v$ech zmín&n!ch 
protein". 
• Byla potvrzena „hyperaktivita“ mutantní formy UBE2T!C E54R,K91R,P93G,P94G. 
• P'íprava proteinového komplexu byla optimalizována a komplex byl izolován ve 
form& Ub-UBE2T!C. Dále byla ov&'ena jeho autoinhibi(ní role, která zdá se blokuje 
tvorbu Ub-FANCD2 a to i v kompetici s aktivním UBE2T. 
• Pomocí metody „pull-down“ byla úsp&$n& ov&'ena interakce Ub-UBE2T!C s aktivní 
variantou FANCLDRWD-RING. Interakce Ub-UBE2T!C s FANCLDRWD-RING je 
základním p'edpokladem pro budoucí strukturní charakterizaci. 
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10 P'ílohy 
 
P'íloha 1: Klonovací vektor pGEX-GP-2 – genetická mapa 
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P'íloha 2: Klonovací vektor pSUMO – genetická mapa 
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Svoluji k zap"j(ení této práce pro studijní ú(ely a prosím, aby byla 'ádn& vedena evidence 
vyp"j(ovatel". 
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